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IN  ONORE 

DEL 

Prof.  ANGELO  CELLI 

NEL 


XXV°  Anno  di  Insegnamento 


PREFAZIONE. 

Di  fronte  al  compiuto  25°  anno  dell'insegnamento  universi- 
tario di  Angelo  Celli,  non  doveva  rimanere  muta  la  grata  de- 
vozione dei  suoi  discepoli,  nè  poteva  mancare  l'espressione  di 
cordiale  stima  e  di  alta  ammirazione  da  parte  di  colleghi  ed 
amici.  A  Lui  che  appartiene  alla  rara  schiera  di  coloro  i  quali, 
alieni  da  plausi,  trovano  nella  propria  coscieiìza  il  maggior  com- 
penso alla  buona  opera  fatta,  non  deve  riescire  discaro  il  mo- 
desto omaggio  che  gli  si  vuole  tributare. 

Il  Celli  ha  dedicato  e  dedica,  con  ammirevole  perseveranza  e 
con  vasta  ef&cacia,  il  suo  intelletto  in  prò'  dell'igiene,  di  cui 
col  lavoro  scientifico,  ha  accelerato  ed  accresciuto  l'incessante 
progredire.  Ma  in  Lui  all'ardore  dello  scienziato  si  accoppia  il 
cuore  del  filantropo,  desioso  del  bene  ed  anelante  di  trasportare 
sul  campo  della  pratica  attuazione,  quanto  gli  ha  insegnato  la 
scienza,  la  quale  non  deve  rimanere  arida  osservazione,  bensì 
conviene  si  renda  profìcuamente  operosa. 

Tempra  moralmente  robusta,  carattere  dotato  di  encomiabile 
tenacità,  il  Celli,  nel  cammino  tracciatosi,  non  si  lasciò  mai  sco- 
raggiare dalle  incontrate  difficoltà,  dai  frappostigli  ostacoli.  Li 
superò,  li  sgombrò,  non  paventando  la  lotta,  perchè  convinto 
che  la  vittoria  è  sicura,  se  giusto  e  generoso  è  lo  scopo  per  cui 
si  combatte,  non  per  vantaggio  proprio  ma  per  l'altrui. 

Giovanissimo  il  Celli  ebbe  la  cattedra  d'igiene  presso  l'Uni- 
versità di  Palermo,  da  dove,  dopo  neppure  un  anno  andò  a  co- 
prire quella  di  Roma,  alla  quale  lo  volle  suo  successore  il  Tom- 
masi-Crudeli,  che  gli  fu  maestro,  lo  amò  di  paterno  affetto,  ne 
apprezzò  il  grande  merito. 

Le  numerose  pubblicazioni  del  Celli,  su  svariati,  ma  sempre 
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importanti  argomenti  d' igiene,  attestano  della  sua  operosità 
scientifica,  che,  da  lungo  volger  di  anni,  procede  senza  sosta  e 
con  non  mai  stanca  lena:  alcune  sono  il  frutto  di  rigorose  ri- 
cerche sperimentali,  altre  di  serena  ed  acuta  osservazione,  ed 
altre  infine  rifulgono  di  pregio  didattico  od  hanno  grandissimo 
valore  di  educazione  popolare  e  di  propaganda  igienica. 

Esperto  insegnante,  tutto  compreso  delle  severe  esigenze 
della  cattedra  occupata,  alle  quali  soddisfa  con  la  massima  scru- 
polosità, il  Celli  gode  intero  l'affetto  e  la  simpatia  dei  suoi 
allievi.  Abile  e  solerte  direttore  dell'Istituto  affidato  alla  sua 
illuminata  cura,  creò  una  fiorente  scuola  ed  ha  valorosi  disce- 
poli, dei  quali  non  pochi  da  tempo  coprono  cattedre  universi- 
tarie, e,  seguendo  le  orme  del  maestro,  l'onorano  e  gli  profes- 
sano tenerissimo  affetto  ed  imperitura  gratitudine. 

Ma  in  Angelo  Celli  al  vivo  sentimento  del  dovere  verso  la 
scienza  e  la  scuola,  non  è  inferiore  quello  per  il  bene  della  pa- 
tria. Le  sue  migliori  attività  di  scienziato,  d'insegnante,  di  le- 
gislatore, sono  spese,  con  nobile  animo  e  con  indomabile  volontà, 
a  favore  della  redenzione  igienico-sanitaria  delle  regioni  rurali 
italiane,  in  grande  estensione  desolate,  ancora  oggi,  dal  flagello 
malarico,  e  per  le  quali  è  tuttora  scarso  l'efficace  concorso  della 
nazione.  È  questa  l'opera  di  Angelo  Celli,  la  quale,  con  carat- 
teri indelebili,  rimarrà  scolpita  nei  cuore  delle  popolazioni  bene- 
ficate, nelle  quali,  se  tolte  alla  miseria  fisica,  l'Italia  rinverrà  la 
più  cospicua  fonte  della  sua  ricchezza. 

Colleghi,  amici,  discepoli,  hanno,  senza  esitanza,  risposto  al- 
l'invito di  attestare  ad  Angelo  Celli,  nella  presente  ricorrenza, 
l'ammirazione,  la  stima  e  l'affetto,  onde  a  Lui  si  sentono  legati. 
Questo  volume  ne  è  la  manifestazione.  L'omaggio  è  tenue  quale 
lo  vuole  la  modestia  di  quegli  cui  è  dedicato,  ma  grande  ne 
diverrà  il  valore,  allorché  il  Celli  nello  scorrerne  le  pagine,  sen- 
tirà che  ogni  linea,  ogni  parola,  esprime  pure  qualche  cosa  del 
cuore  di  chi  ha  scritto,  e  col  cuore  l'augurio  che  la  preziosa 
operosità  di  Lui  a  vantaggio  della  scienza,  della  patria,  dell'u- 
manità, prosegua  per  un  lungo  avvenire,  si  affermi  sempre  più 
validamente  e  sia  di  esempio  alle  future  generazioni. 


Il  Comitato  peomotore. 
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Contributo  allo  studio  della  infezione 
e  della  intossicazione  blastomice- 
tica  neir  uomo  (i) 

del  prof.  FRANCESCO  SANFELICE. 


I. 

Dalle  ricerche  da  me  pubblicate  negli  scorsi  anni  è  risultato  che 
i  blastomiceti  patogeni  inoculati  da  soli  negli  animali  molto  suscet- 
tibili, come  le  cavie  ed  i  ratti,  danno  luogo  ad  una  infezione  diffusa, 
una  blastomicosi,  che  nulla  ha  a  che  fare  con  i  veri  tumori  maligni 
ed  inoculati  da  soli  nei  cani  possono  con  risultato  non  frequente,  ma 
con  una  percentuale  superiore  a  quella  che  si  osserva  nei  tumori  ma- 
ligni sviluppati  spontaneamente,  produrre  veri  tumori  maligni,  epite- 
liali e  connettivali.  Con  la  inoculazione  dei  soli  prodotti  solubili  ela- 
borati in  vitro,  le  tossine,  nei  ratti  e  nei  cani  si  producono  tumori 
maligni  molto  più  frequentemente.  I  risultati  ottenuti  con  la  inocu- 
lazione delle  sole  tossine  non  sono  punto  in  contraddizione  con  quelli 
ottenuti  nei  cani  con  i  soli  parassiti.  I  parassiti  da  soli  producono  il 
tumore  maligno  in  quanto  moltiplicandosi  danno  luogo  alla  produ- 
zione della  tossina,  che  rappresenta  lo  stimolo  proliferativo  per  le 
cellule  dell'organismo  che  l'hanno  fissata.  L'agente  etiologico  che  dà 


(1)  Ringrazio  l'amico  prof.  Roncali  della  ospitalità  concessami  nel  suo 
Istituto. 
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origine  al  carcinoma  agisce  perciò  in  un  primo  momento,  stimolando 
coi  suoi  prodotti  di  ricambio  uno  o  più  gruppi  di  cellule.  Sono  poi 
!e  cellule  modificate  nel  loro  biochimismo  che,  proliferando,  danno  ori- 
gine al  tumore.  Parassiti  capaci  di  produrre  il  cancro  sono  concepi- 
bili nel  senso  che  essi  iniziano  la  trasformazione  delle  cellule  del  tes- 
suto in  elementi  maligni  del  tumore  nel  sito  primitivo  di  origine  e 
l'ulteriore  sviluppo  del  tumore  può  avvenire  indipendentemente  dai 
parassiti,  in  seguito  alle  modificazioni  biologiche,  cui  sono  andate  in- 
contro le  cellule. 

Questi  concetti  da  me  enunciati  in  base  ai  risultati  degli  esperi- 
menti sono  oggi  accettati  daH'Ehrlich  (1),  dall'Apolant  (2)  e  dal 
Lewin  (3),  mentre  da  persone  neanche  degne  di  essere  citate  nei  la- 
vori scientifici  sono  aspramente  combattuti. 

Tra  la  infezione  limitata  (pseudo-tumori)  o  diffusa  (blastomicosi) 
senza  quasi  reazione  da  parte  degli  elementi  cellulari  dell'organismo 
e  la  intossicazione  (veri  tumori,  con  scarso  numero  di  parassiti  colti- 
vabili o  senza  parassiti  coltivabili,  perchè  trasformati  in  corpuscoU 
fuxinofili)  vi  è  il  processo  patologico,  nel  quale  il  numero  dei  paras- 
siti può  essere  più  o  meno  abbondante  e  la  reazione  da  parte  del 
tessuto  piuttosto  considerevole. 

E  qui  bisogna  distinguere  due  categorie  di  casi:  nella  prima  vanno 
compresi  quelli,  in  cui  la  reazione  da  parte  dei  tessuti,  limitata  o 
dffusa,  non  è  tale  da  rappresentare  una  vera  neoplasia  maligna,  perchè 
le  tossine  elaborate  dai  parassiti  non  hanno  trovato  gruppi  di  cellule 
capaci  di  fissarla.  Nella  seconda  sono  compresi  quelli,  in  cui  oltre  la 
infezione  vi  è  la  intossicazione,  oltre  al  reperto,  cui  innanzi  si  è  ac- 
cennato vi  è  un  vero  tumore  maligno.  In  questo  secondo  caso  la  tos- 
sina elaborata  dai  parassiti  ha  trovato  un  gruppo  di  cellule  recettive, 
suscettibili  cioè  all'azione  della  tossina.  Nel  caso  che  le  tossine  non 
si  fissino  su  elementi  cellulari  specifici,  la  reazione  che  si  produce  nei 
tessuti  si  avvicina  a  quella  che  si  osserva  nei  tumori  da  infiammazione 
cronica.  Ad  una  infezione  blastomicetica  può  quindi  seguire  una  in- 
tossicazione, cioè  a  dire  la  produzione  di  un  tumore  maligno,  come  ad 
una  intossicazione,  cioè  a  dire  alla  produzione  di  un  vero  tumore,  con 


(1)  Ehrlich.  Beitrliqe  sur  experimentellen  Pathologie  und  Cìiemotherapie. 
Leipzig,  1909,  pag.  16Ì. 

(2)  Apolant.  Bericht  vom  9  Internationale  Tierarztlichen  Kongress  im 
Hang.  vom  13-19  September  1909.  Zeitschrift  f .  Krebsforschung.  Voi.  Vili, 
pag.  567. 

(3)  Lewin.  Die  bósartigen  Geschwitlste.  Leipzig,  1909,  pag.  275. 
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scarsi  o  abbondanti  parassiti,  può  succedere  una  infezione,  la  diflEu- 
sione  cioè  dei  parassiti  nell'organismo.  A  queste  due  evenienze  corri- 
rispondono  i  due  casi  di  blastomicosi  umana  fra  i  più  importanti  finora 
osservati,  quello  che  qui  descriverò  e  quello  già  descritto  dal  Busse. 

II. 

Il  Busse  (1)  isolò  un  blastomicete  patogeno  da  un  tumore  della 
tibia  sinistra  di  una  donna  di  31  anno.  La  donna  da  giovane  era 
stata  malaticcia,  aveva  sofferto  di  scrofola  con  catarro  palpebrale  ed 
ingrossamento  considerevole  della  milza.  I  genitori  erano  sani,  come 
pure  il  marito  ed  i  due  figli  più  grandi.  L'ultimo  figlio,  debole,  morì 
in  seguito  ad  insufficiente  nutrizione,  verso  l'undicesimo  mese.  Nel- 
l'ottobre del  1893,  nel  corso  di  tre  settimane,  si  sviluppò  un  dolore 
al  bordo  anteriore  della  tibia  sinistra,  al  limite  tra  terzo  superiore  e 
medio. 

Il  punto  dolorifico,  che  da  principio  si  notava  solo  per  un  leg- 
giero arrossamento,  si  andò  in  seguito  estendendo  e  presentò  una  tu- 
mefazione che  dapprima  dura,  col  tempo  divenne  molle  e  fece  rilevare 
fluttuazione.  Nel  marzo  comparve  un  considerevole  rigonfiamento  del 
ginocchio  con  versamento  nell'articolazione  che  dopo  alcune  settimane 
scomparve  spontaneamente.  Aumentando  di  volume  il  tumore,  la  pa- 
ziente fu  costretta  ad  entrare  nella  clinica  chirurgica  di  Greifswald 
ed  ri  15  giugno  1894,  senza  che  si  fosse  accertata  la  diagnosi,  fu  ope- 
rata dal  prof.  Helferich. 

Il  tumore  fu  esaminato  nell'Istituto  patologico  e  fu  assodato  in 
seguito  alle  ricerche  istologiche,  culturali  e  sperimentali  negli  animali, 
che  la  lesione  era  dovuta  ad  im  blastomicete  patogeno.  Il  decorso 
della  guarigione  non  fu  punto  normale.  Dalla  ferita  aperta  usciva  un 
liquido  purisimile.  In  questo  liquido  si  riscontrarono  numerosi  blasto- 
miceti.  La  paziente  abbandonò  l'ospedale,  quantunque  progredisse  la 
distruzione  nella  ferita  operativa.  Intanto  comparvero  lesioni  in  altre 
parti  de!  corpo.  Già  durante  la  permanenza  in  clinica  erano  comparse 
particolari  ulcerazioni  alla  faccia.  Sulla  cute  della  faccia  si  formarono 


(1)  Busse.  Ueber  parasitlire  Zelleinscliliisse  nnd  ilire  Ziichtiiiig.  Centralblatt 
fiir  Bakt,  1894. 

Id.  Ueber  Saccìiaromjjkosis  hominis.  Virchow's  Archiv,  189-5. 
Id.  Experìineiifelle  Ùntcrsuchiingen  neber  Saccharomijcosis.  Virchow's  Ar- 
chiv, 1896. 

Id.  Die  Hefen  als  Krankheitserreger.  Bei-lin,  1897. 
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piccoli  noduli  simili  alle  manifestazioni  dell'acne,  con  rammollimento 
purulento  al  centro.  Il  Buschke,  assistente  alla  clinica  chirurgica, 
riscontrò  in  queste  lesioni  gli  stessi  blastomiceti  trovati  nel  tumore 
della  tibia. 

Non  ostante  il  più  accurato  trattamento,  le  ulcerazioni  non  guari- 
rono. Anche  al  centro  della  cornea  destra  comparve  una  vescichetta, 
ripiena  di  liquido  chiaro,  che  si  ruppe  lasciando  una  ulcerazione. 
Anche  nella  lesione  corneale  furono  riscontrati  i  blastomiceti.  In  se- 
guito si  manifestarono  lesioni  all'ulna  destra  ed  alla  sesta  costola  si- 
nistra. Al  bordo  esterno  dell'ulna  si  osservava  un  ispessimento  con 
cute  leggermente  arrossata.  Questo  nuovo  focolaio  che  si  era  origi- 
nato in  quattro  settimane  fu  aperto  il  9  ottobre. 

Si  raccolsero  pochi  centimetri  cubici  di  un  pus  denso,  misto  a 
sangue.  Dagli  innesti  fatti  col  pus  si  svilupparono  colonie  di  blasto- 
miceti e  nessuna  colonia  di  stafilococchi  e  streptococchi.  Il  9  ottobre 
la  lesione  costale  era  ancora  piccola,  ma  poi  crebbe  rapidamente  con 
rammollimento  dell'osso.  Altre  lesioni  comparvero  alla  regione  ileo- 
cecale  ed  alla  nuca.  Lo  stato  generale  della  inferma  divenne  sempre 
peggiore,  con  dimagramento  e  debolezza,  con  singulto  e  vomito  di 
masse  in  parte  sanguinolenti.  Il  polso  si  mantenne  fino  all'ultimo 
giorno  pieno  e  regolare.  Le  urine  non  contenevano  zucchero,  nè  al- 
bumina. In  novembre  comparvero  traccie  di  sangue  nelle  urine.  Sola- 
mente verso  la  sera  si  osservò  innalzamento  della  temperatura  fino 
a  SS". 5.  Di  solito  la  temperatura  si  conservò  normale.  La  morte  della 
paziente  avvenne  il  28  novembre  1894,  13  mesi  dopo  che  si  erano 
manifestati  i  primi  sintomi  della  malattia.  La  sezione  fu  fatta  il 
30  novembre. 

Il  reperto  anatomo-patologico  fu  il  seguente:  alla  parte  esterna 
ed  anteriore  della  tibia  sinistra  si  trova  una  ulcerazione  che  si  ap- 
profonda nell'osso,  le  cui  pareti  sono  ricoperte  di  tessuto  di  granula- 
zione giallo-rossastro  e  nel  fondo  è  raccolto  del  pus.  Il  ginocchio  si- 
nistro è  gonfio.  Grandi  e  piccole  ulcerazioni  si  trovano  nella  metà 
destra  della  fronte,  immediatamente  sull'occhio  ed  in  corrispondenza 
del  processo  mastoide  destro.  I  bordi  delle  ulcerazioni  sono  lisci.  Allo 
intorno  delle  ulcerazioni  della  fronte  si  avverte  fluttuazione,  special- 
mente in  vicinanza  della  palpebra  superiore.  Anche  al  terzo  superiore 
dell'ulna  dell'avambraccio  destro  vi  è  una  identica  ulcerazione.  Alla 
parte  s'nistra  del  torace,  nella  linea  mammillare,  all'altezza  della  sesta 
costola,  vi  è  un  tumore  fluttuante.  Nella  cavità  ascellare  sinistra  vi 
è  un  tumore  molle,  ma  non  fluttuante.  La  milza  presenta  la  super- 
ficie liscia,  la  capsula  distesa.  Tagliando  l'organo  nella  sua  parte  dor- 
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sale  si  riscontra  un  nodulo  grigiastro,  della  grandezza  di  una  noce, 
nettamente  limitato  dal  tessuto  circostante.  Un  altro  piccolo  nodulo 
si  trova  tre  centimetri  al  disotto  del  primo  ed  un  terzo  della  gran- 
dezza di  una  nocciuola,  alquanto  distante.  Tutti  e  tre  i  noduli,  fatta 
astrazione  di  un  lieve  rammollimento  centrale,  sono  di  consistenza 
superiore  a  quella  del  tessuto  splenico. 

La  capsula  adiposa  del  rene  sinistro  è  sottile  e  nella  parte  inferiore 
presenta  una  raccolta  di  massa  purisimile,  densa,  la  qr.ale  s'  infiltra 
tra  capsula  fibrosa  e  parenchima  renale.  Mentre  la  metà  superiore  del 
rene  è  di  consistenza  normale,  la  metà  inferiore  è  molle.  In  questa 
parte  si  trova  una  raccolta  di  sostanza  molle  che  ricorda  il  pus  dege- 
nerato in  grasso.  Questo  focolaio  non  è  nettamente  limitato  dal  resto 
del  parenchima  renale. 

In  vicinanza  di  questo  grosso  focolaio  ve  ne  sono  dei  piccoli  non 
comunicanti  fra  di  loro.  La  sostanza  renale  è  anemica,  la  corteccia  è 
trasparente,  la  sostanza  midollare  più  oscura  della  corticale.  Lesioni 
ancora  più  progredite  si  osservano  nel  rene  destro.  Nella  metà  supe- 
riore del  rene  vi  è  un  focolaio  più  grande  di  quello  che  si  osserva 
nell'altro  rene.  Il  bacinetto  renale  non  presenta  alterazioni.  Il  fegato 
è  sano.  Nella  cavità  pleurica  sinistra  vi  è  una  piccola  quantità  di 
liquido  torbido.  La  superficie  anteriore  del  polmone  sinistro,  a  livello 
della  sesta  costola,  è  aderente  conia  parete  toracica.  Il  cuore  presenta 
una  totale  sinechia  di  tutti  e  due  i  foglietti  del  pericardio  ed  un 
trombo  parietale  alla  punta  del  ventricolo  sinistro.  La  pleura  del  pol- 
mone sinistro  è  splendente  e  trasparente  e  solo  nella  parte  superiore 
presenta  una  zona  ispessita,  alla  quale  aderiscono  cordoni  fibrosi.  Alla 
superfìcie  anteriore  dal  lobo  inferiore,  elove  corrispondeva  la  lesione 
della  sesta  costola,  si  osserva  una  superficie  coperta  da  masse  di  fibrina. 
Alia  base  del  polmone  vi  è  una  cavità  rivestita  da  membrana  spessa 
con  contenuto  liquido,  denso,  torbido,  rosso-bruno.  I  bronchi  mostrano 
catarro.  Le  arterie  e  le  vene  sono  normali.  All'ilo  vi  sono  glandole 
linfatiche  cretifìcate.  La  pleura  del  polmone  destro  è  ricoperta  da 
fibrina  nella  parte  inferiore  e  posteriore  e  nel  lobo  medio  presenta 
numerosi  noduli  miliari  dello  stesso  aspetto  dei  noduli  tubercolari. 
All'apice  vi  è  un  nodulo  nettamente  separato  dal  parenchima  polmo- 
nale  e  diviso  in  parecchie  loggie  da  trabecole  calcificate.  Queste  loggie 
mostrano  un  contenuto  bianco,  molle. 

Quanto  alla  struttura  istologica  delle  lesioni  il  Busse  ha  potuto 
stabiHre  che  il  tumore  della  tibia  era  costituito  da  cellule  simili  a 
quelle  che  si  riscontrano  nel  tessuto  di  granulazione,  da  numerose 
cellule  giganti  e  da  forme  parassitarie.  Alcune  delle   cellule  giganti 
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presentavano  la  disposizione  tipica  dei  nuclei  verso  la  periferia  del 
corpo  cellulare,  le  così  dette  cellule  giganti  con  nuclei  parietali,  altre 
invece  presentavano  i  nuclei  nel  mezzo  dei  corpi  celluhiri.  Una  buona 
parte  del  tumore  è  costituito  da  un  reticolo  di  sostanza  granulosa, 
in  parte  anche  finamente  fibrillare  che  rappresenta  il  residuo  del  tes- 
suto neoplastico  degenerato. 

Il  prodotto  di  rammolMmento  dei  focolai  esistenti  nell'  ulcera  e 
nella  costola  era  costituito  da  corpuscoli  di  pus,  da  piccole  e  grandi 
cellule  con  nucleo  intensamente  colorato  e  da  scarse  cellule  giganti. 
Si  osservavano  pure  numerosi  parassiti. 

I  tubercoli  esistenti  sulla  pleura  del  lobo  medio  erano  costituiti 
da  piccole  cellule  rotonde  che  circondavano  i  parassiti  esistenti  al 
centro.  Tra  le  cellule  in  alcuni  punti  si  vedono  corpuscoli  rossi  o  gra- 
nuli di  pigmento  ematico  derivanti  da  emorragie  recenti  o  antiche 
avvenute  in  questi  focolai. 

La  lesione  esistente  all'apice  del  polmone  destro  fa  riconoscere 
una  tendenza  alla  guarigione,  perchè  vi  sono  punti  induriti  costituiti 
da  tessuto  cicatriziale  in  forma  di  cordoni  limitanti  cavità,  ripiene 
di  una  sostanza  molle,  molto  somigliante  alla  sostanza  caseosa.  Anche 
in  questa  lesione  del  polmone  vi  sono  numerosi  parassiti. 

Nelle  parti  periferiche  della  lesione  si  trovano  cellule  purulente 
in  parte  degenerate  in  grasso  ed  in  parte  ben  conservate. 

Nei  piccoli  focolai  di  rammollimento  alla  base  del  polmone  sini- 
stro, si  hanno  le  stesse  immagini,  come  ai  bordi  dei  grossi  focolai; 
anche  qui  vi  è  una  bronchite,  una  peribronchite  ed  una  polmonite 
interstiziale. 

Nei  due  reni  si  riscontravano  lesioni  quasi  identiche.  In  tutti  e  due 
la  capsula  adiposa  è  trasformata  in  una  massa  bianca,  non  comple- 
tamente rammollita,  ch'^  ha  in  parte  distrutta  la  capsula  fibrosa  ed 
in  alcuni  punti  ha  infiltrato  il  parenchima  renale.  Nei  reni  vi  sono 
noduli  con  contenuto  molle  che  istologicamente  non  corrisponde  ad 
alcuno  dei  comuni  prodotti  di  degenerazione.  Non  è  pus,  perchè  non 
vi  si  trovano  corpuscoli  purulenti;  non  è  un  tumore  degenerato  in 
grasso,  perchè  mancano  le  cellule  con  degenerazione  grassa  e  man- 
cano le  gocce  isolate  di  grasso;  non  è  sostanza  caseosa  perchè  il  de- 
tritus  granuloso  forma  la  più  piccola  parte  del  materiale.  In  questo 
contenuto  moile  si  riscontrano  molti  parassiti. 

Le  stesse  alterazioni  osservate  Tiei  reni  si  riscontrano  nella  milza. 

Nel  caso  studiato  dal  Busse  si  tratta  di  una  malattia  parassitaria 
del  tutto  speciale  prodotta  da  blastomiceti.  La  novità  del  caso  mise 
in  imbarazzo  l'autore  nel  classificare  il  processo  anatomo-patologico. 
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Quanto  alla  diagnosi  del  tumore  della  tibia  dapprima  si  disse  che  si 
trattava  di  un  sarcoma  a  cellule  giganti,  avente  origine  dal  periostio 
o  dall'osso.  Quando  poi  fu  assodato  il  fatto  che  nel  tumore  primi- 
tivo della  tibia  e  nelle  lesioni  degli  organi  esistevano  dei  blastomiceti 
patogeni,  capaci  di  essere  coltivati  nei  comuni  substrati  di  nutrizione, 
il  tumore  primitivo  non  fu  più  considerato  come  sarcoma  a  cellule 
giganti,  le  lesioni  negli  organi  non  furono  ritenute  come  metastasi 
della  neoformazione  esistente  alla  gamba  e  tutto  il  processo  anatomo- 
patologico  fu  classificato  tra  le  infiammazioni  croniche  come  la  tu- 
bercolosi, l'actinomicosi,  ecc. 

Non  è  stato  punto  giusto  il  concetto  di  abbandonare  la  diagnosi 
di  sarcoma  della  tibia,  solamente  perchè  nella  neoformazione  sono 
stati  riscontrati  dei  blastomiceti  patogeni.  D'altro  canto  era  giusto 
non  considerare  le  lesioni  esistenti  negli  organi,  come  vere  metastasi, 
perchè  esse  erano  dovute  alla  emigrazione  dei  parassiti  del  tumore 
prmitivo  e  non  ad  emigrazione  di  elementi  cellulari.  Ogni  tumore  ma- 
ligno, di  qualunque  natura  esso  sia,  o  adenoma  o  cancro  o  prolifera- 
zione endoteliale  o  sarcoma,  è  dovuto  alla  proHferazione  progressiva 
di  una  determinata  specie  cellulare  che  continuando  sempre  a  molti- 
plicarsi porta  ad  atrofia  il  tessuto  vicino.  Se  avvengono  rammollimenti 
di  qualsiasi  natura,  ai  bordi  della  lesione  sono  sempre  dimostrabili 
gruppi  di  cellule  neoplastiche.  Se  un  nodulo  cancerigno  miliare  esi- 
stente nel  rene,  degenera  al  centro  in  grasso,  verso  i  bordi  tra  il  centro 
ed  il  parenchima  renale  si  possono  dimostrare  cellule  cancerigne,  mentre 
nelle  lesioni  renali  del  caso  di  Busse  vi  sono  parassiti  nel  tessuto 
renale  intatto  e  non  si  vede  traccia  di  cellule  neoplastiche. 

La  natura  delle  lesioni  riscontrate  negli  organi  autorizzava  1'  au- 
tore a  considerare  la  malattia  come  una  infiammazione  cronica,  ma 
non  come  una  forma  di  piemia  cronica,  perchè,  come  egli  stesso  af- 
ferma, nelle  lesioni  dei  polmoni  e  dei  reni  non  si  trattava  di  vero 
pus  e  perchè  alcuni  focolai  mostravano  una  certa  somiglianza  con 
noduli  sarcomatosi. 

Nel  caso  descritto  dal  Busse  si  è  avuto  in  un  primo  tempo  lo 
sviluppo  di  un  sarcoma  a  cellule  giganti  nella  tibia  con  consecutiva 
diffusione  dei  parassiti  negli  organi  e  la  produzione  di  una  infezione 
diffusa,  una  blastomicosi. 

Quando  i  blastomiceti  penetrano  nei  tessuti  possono  dar  luogo  ad 
infezioni  ed  intossicazioni  locali  (pseudotumori  e  veri  tumori)  e  dif- 
fuse con  reazione  scarsa  o  considerevole  da  parte  degli  elementi  me- 
sodermalì.  Le  lesioni  istologiche  in  questi  casi  vanno  dal  tessuto  di 
granulazione  che  si  avvicina  a  quello  dei  tumori  infiammatori  cronici 
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(tubercolosi,  sifìlide,  ecc.),  al  tessuto  che  assume  carattere  neoplastico 
ed  è  perfettamente  identico  a  quello  che  costituisce  alcuni  endoteliomi 
ed  alcuni  sarcomi. 

Tipi  di  blastomicosi  pura  con  reazione  scarsa  da  parte  degli  ele- 
menti cellulari  si  osservano  nei  ratti  bianchi.  Inoculando  nel  connet- 
tivo sottocutaneo  di  questi  animali  i  soli  parassiti  raccolti  dalle  pa- 
tine sviluppatesi  su  agar  o  su  patata  si  osserva  che  gli  animali 
muoiono  dopo  uno,  due  o  più  mesi,  con  la  formazione  di  tumori  più 
o  meno  grandi  nel  sito  d'inoculazione  e  con  lesioni  considerevoli  nelle 
glandole  linfatiche,  nel  fegato,  nei  reni,  nei  polmoni  e  nel  cervello. 
All'esame  microscopico  si  vede  che  queste  neoformazioni  sono  costi- 
tuite più  che  dagli  elementi  cellulari  dell'animale  da  grandissimo  nu- 
mero di  parassiti.  Si  tratta  quindi  di  pseudo-tumori  e  non  di  vere 
neoproduzioni  cellulari.  Le  sezioni  delle  neoformazioni  prodotte  con 
la  inoculazione  dei  soli  parassiti  fanno  la  impressione  come  se  i  bla- 
stomiceti  si  fossero  moltiplicati  senza  provocare  la  minima  reazione 
da  parte  degli  elementi  cellulari.  Si  tratta  quindi  d'infezioni  tipiche, 
di  vere  blastomicosi.  In  questi  casi  le  tossine,  prodotte  dai  parassiti 
nell'organismo,  non  hanno  trovato  cellule  recettive  per  la  produzione 
di  un  vero  tumore.  Inoculando  i  parassiti  vivi  nelle  vene  dei  cani 
non  8i  hanno  delle  infezioni  blastomicetiche  come  quelle  innanzi  de- 
scritte nei  ratti.  Negli  organi  si  osservano  lesioni  importanti  costi- 
tuite non  da  accumuli  di  parassiti,  ma  da  elementi  cellulari  appar- 
tenenti al  tipo  endoteliale. 

Le  alterazioni  più  importanti  si  osservano  nel  fegato,  nei  reni, 
nelle  glandole  linfatiche  addominali,  nei  polmoni,  nel  cervello,  nel 
pancreas.  Si  tratta  di  produzioni  nodulari  di  colorito  bianco-gialliccio, 
costituite  da  elementi  cellulari  simili  a  quelli  che  si  riscontrano  negli 
endoteliomi  della  pleura  nell'uomo,  nelle  neoformazioni  del  grande 
omento  dei  cani  inoculati  con  soli  prodotti  solubili  senza  parassiti 
vivi,  nelle  neoformazioni  della  cavità  addominale  dei  ratti  inoculati 
anche  con  soli  prodotti  solubili.  In  questi  casi  le  neoformazioni  hanno 
carattere  eminentemente  neoplastico  e  la  prova  ne  è  che  le  metastasi, 
quando  la  formazione  si  è  originata  nel  grande  omento  con  la  ino- 
culazione endoaddominale  della  sola  tossina  senza  parassiti  vivi,  non 
possono  essere  dovute  che  a  cellule,  le  quali  si  sono  distaccate  dalla 
neoproduzione  primitiva. 

Mi  è  stato  fatto  l'appunto  di  essere  stato  poco  esplicito  nel  pre- 
cisare nei  singoli  casi  se  e  con  quali  mezzi  io  mi  sia  assicurato  che 
le  tossine  che  usavo  erano  veramente  prive  di  germi  vivi.  Che  le 
tossine  che  usavo  erano  veramente  prive  di  germi  vivi,  era  dimostrato 
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dal  risultato  della  inoculazione  nella  cavità  addominale  dei  ratti.  Se 
la  tossina  inoculata  non  fosse  stata  priva  di  germi  vivi,  questi  si 
sarebbero  moltiplicati  nell'animale  ed  io  li  avrei  riscontrati  nell'esame 
dei  tessuti  neoformati.  Non  vi  è  ratto  che  si  salvi  alla  inoculazione 
endoaddominale  dei  parassiti  vivi.  Ammesso  anche  che  la  prova  del 
trapianto  non  abbia  un  valore  assoluto,  il  reperto  dell'animale  non 
poteva  non  essere  positivo  quanto  alla  esistenza  dei  parassiti,  se 
insieme  con  la  tossina  ne  avessi  inoculato  uno  solamente  ancora  vi- 
vente. Quanto  poi  alla  affermazione  che  i  saccaromiceti  attenuati 
sieno  capaci  di  produrre  nei  tessuti  una  reazione  caratterizzata  dallo 
accumulo  di  elementi  mononucleati  endotelioidi  con  scarsi  fatti  d'in- 
filtrazione parvicellulare  non  è  neanche  da  prendere  in  considerazione. 
È  già  da  parecchio  tempo  noto  lippis  et  tonsoribus  che  la  inoculazione 
dei  blastomiceti  patogeni  morti  o  attenuati  per  mezzo  del  calore,  non 
produce  altro  nell'organismo  che  la  formazione  dell'anticorpo  specifico, 
il  quale  è  capace  di  trasformare  i  blastomiceti  in  corpuscoli  fucsi- 
nofili  (1).  Finora  non  è  riuscito  ad  alcuno  produrre  dei  tumori  nella 
cavità  addominale  dei  cani  e  dei  ratti  con  la  inoculazione  dei  blasto- 
niceti  morti  o  dei  blastoniceti  attenuati. 

III. 

Esporrò  ora  la  storia  del  caso   capitatomi  alla  osservazione  (2). 

Il  paziente,  di  anni  24,  entra  nella  clinica  del  professore  Giordano 
nell'ospedale  civico  di  Venezia  il  giorno  14  gennaio  1910.  Il  padre 
del  paziente  morì  a  quanto  pare  cou  ascite  ed  edemi  agli  arti  infe- 
riori, dopo  parecchi  mesi  di  malattia.  La  madre  e  quattro  fratelli 
sonu  vivi  e  sani.  Due  fratelli  morirono  nella  prima  infanzia.  Il  pa- 
ziente è  ammogliato.  La  moglie  è  viva  e  sana;  ha  avuto  un  aborto. 

Nove  anni  or  sono  il  paziente  fu  affetto  da  pleurite  destra,  poi  si 
contagiò  di  blenorrea  e  di  ulceri,  a  quanto  pare  veneree.  Tali  ulceri 
erano  multiple  e  si  accompagnarono  ad  adenite  inguinale  sinistra 
suppurata.  Due  mesi  or  sono  il  paziente  ebbe  una  distorsione  al 
piede  destro  che  guarì  in  breve;  ora  però  da  un  mese  ha  dolori  vio- 
lenti, specie  di  notte,  alla  regione  tibiotarsica  destra,  che  si  è  anche 
alquanto  tumefatta;  l'andatura  è  zoppicante. 

Da  qualche  tempo  presenta  alla  regione  mastoidea  di  sinistra  una 
tumescenza,  grossa  come  una  avellana,  molle,  indolente.  Da  otto  o 
dieci  mesi  il  paziente  presenta  tumefazione  cospicua  del  testicolo  de- 
stro, il  quale  si  è  fatto  grosso  quattro  o  cinque  volte  il  normale  ed 
è  duro,  indolente. 


(1)  Sanfelice.  La  sctccaromicetolisi.  Eiforma  Modica,  anco  XVIII,  1902. 

(2)  Colgo  qui  l'occasione  per  esprimere  infinite  grazie  al  chiarissimo 
prof.  Giordano  per  avermi  gentilmente  concesso  lo  studio  del  caso. 
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All'esame  obbiettivo  si  osserva  che  il  paziente  presenta  una  costi- 
tuzione molto  gracile,  masse  muscolari  esili  e  floscie,  nutrizione  de- 
ficiente. 

Si  notano  segni  caratteristici  di  artrite  tibiotarsica  di  natura  tu- 
bercolare (?).  Alla  regione  inguinale  di  sinistra  vi  è  una  cicatrice  per 
incisione  di  bubbone.  Alla  regione  mastoidea  di  sinistra  vi  è  una 
tumefazione  grossa,  come  una  nocciuo'a,  molle,  pastosa,  indolente, 
coperta  da  cute  sana. 

Il  testicolo  destro  è  grosso  cinque  volte  il  normale,  molto  duro, 
a  superficie  irregolare,  affatto  indolente  alla  palpazione.  I  tegumenti 
scrotali  sono  di  aspetto  normale,  scorrenti  sopra  il  testicolo;  presen- 
tano numerose  venosità  superficiali.  Il  tratto  interscrotale  del  funicolo 
nulla  presenta  di  anormale  all'esame. 

Nulla  si  palpa  alia  regione  dell'inguine  ad  eccezione  di  qualche 
ganglio  piccolo,  mobile,  d'ambo  i  lati.  Nulla  si  rinviene  di  anormale 
alla  palpazione  profonda  della  regione  iliaca  di  destra. 

Alle  ascelle  d'ambo  i  lati  si  palpano  gangli  mobili,  piccoli,  indolenti. 

Il  giorno  17  gennaio  1910  si  asporta  il  tumore  esistente  alla  re- 
gione mastoidea  sinistra.  Ai  primi  di  marzo  si  osserva  una  piccola 
tumescenza  sotto  al  limite  inferiore  della  cicatrice  alla  regione  ma- 
stoidea sinistra;  essa  è  dura, poco  mobile,  indolente.  Il  iriorno2I  marzo 
si  asporta  il  tuniore  testicolare  ed  il  tumore  esistente  alla  regione 
mastoidea.  11  19  aprile  si  osserva  una  tumefazione  grande  quanto  un 
mezzo  arancio  sulla  spina  scapolare  destra.  La  tumefazione  è  di  con- 
sistenza dura,  indolente,  rivestita  da  cute  perfettamente  normale  e 
spostabile.  Il  29  marzo  ed  il  10  giugno  si  raccoglie  materiale  puru- 
lento dalla  tumefazione  esistente  al  piede.  Ai  primi  di  luglio  si  esegue 
una  operazione  radicale  al  piede  portando  via  l'astragalo. 

Ad  eccezione  del  primo  tumore  comparso  alla  regione  mastoidea  di 
sinistra  e  che  fu  portato  via  il  17  gennaio  1910,  tutto  l'altro  materiale 
patologico  fu  utilizzato  per  le  ricerche  istologiche  e  batteriologiche. 

Da  quanto  innanzi  si  è  esposto  intorno  al  decorso  della  malattia 
appare  chiaro  che  le  ulceri  contratte  dal  paziente  hanno  rappresen- 
tato la  porta  d'ingresso  del  germe  che  ha  prodotto  la  lesione  testi- 
colare. Le  altre  lesioni  alla  regione  mastoidea  sinistra,  al  piede  destro, 
alla  spina  scapolare  destra  sono  state  lesioni  secondarie  a  quella  sta- 
bilitasi in  un  primo  tempo  nel  testicolo.  Apparentemente  questo  caso 
sembrerebbe  alquanto  simile  a  quello  descritto  dal  Busse.  Vedremo 
in  seguito  quanto  se  ne  differenzia. 

La  sezione  del  tumore  testicolare  presenta  delle  chiazze  di  colorito 
gialliccio  abbastanza  resistenti  alla  dilacerazione,  contornate  da  un 
tessuto  di  colorito  roseo,  di  consistenza  superiore  a  quella  osservata 
nelle  chiazze  gialliccie.  La  prima  impressione  che  si  riceve  dalla  ap- 
parenza della  superficie  di  sezione  del  tumore  testicolare  è  che  si 
tratti  di  una  lesione  tubercolare,  quantunque  la  sostanza  gialliccia 
esistente  al  centro  dei  focolai  non  avesse  l'aspetto  macroscopico  della 
sostanza  caseosa. 
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Il  tumore  in  corrispondenza  della  regione  mastoidea  si  presenta 
alla  superficie  di  sezione  di  colorito  bianco-gialliccio,  abbastanza  con- 
sistente, di  aspetto  omogeneo,  di  struttura  compatta,  quale  si  osserva 
nelle  glandole  salivari.  Insieme  con  il  tumore  parotideo  fu  portato 
via  ed  esaminato  anche  un  piccolo  ganglio  linfatico,  della  grandezza 
di  un  fagiuolo. 

Raschiando  le  sezioni  del  tumore  si  fecero  emulsioni  in  acqua 
sterile  e  con  le  emulsioni  si  praticarono  immediatamente  innesti  nei 
comuni  substrati  di  nutrizione  ed  inoculazioni  negli  animali.  Le  stesse 
ricerche  si  praticarono  con  i)  tumore  parotideo  e  con  il  materiale 
ricavato  dalla  lesione  esistente  nel  piede. 

Con  l'esame  a  fresco  del  materiale  patologico  delle  diverse  lesioni 
non  si  videro  che  scarsissime  forme  blastomicetiche  in  massima  parte 
ridotte  nella  forma  di  corpuscoli  di  Russell,  riconoscibili  facilmente  al 
loro  modo  di  aggruppamento  ed  alla  loro  caratteristica  forma  e  ri- 
frangenza,  in  minima  parte  sotto  forma  di  corpi  capsulati. 

La  ricerca  dei  bacilli  della  tubercolosi  nel  materiale  patologico 
delle  lesioni  esistenti  nel  testicolo,  nella  regione  inastoidea,  nel  piede, 
eseguita  su  vetrini  porta-oggetti  riuscì  del  tutto  negativa  Nesf^una 
delle  cavie  inoculate  direttamente  nella  cavità  addominale  con  i  pro- 
dotti del  raschiamento  del  tumore  testicolare,  del  tumore  parotideo, 
con  la  sostanza  purulenta  raccolta  dal  piede  è  morta  di  tubercolosi. 
Si  aggiunga  che  fu  praticata  più  volte  la  cute  reazione  sempre  con 
esito  negativo. 

Gli  innesti  praticati  sulla  superficie  delle  patate  e  nell'agar  diedero 
luogo  allo  sviluppo  di  colonie  di  blastomiceti. 

Quando  si  è  acquistata  un  po'  di  esperienza  nel  riconoscere  i  bla- 
stomiceti patogeni  neoformanti  riesce  facile  distinguerli  da  quelli  che 
comunemente  si  trovano  nell'aria.  Mi  si  è  mossa  la  obbiezione  ri- 
guardante il  sospetto  di  una  infezione  secondaria  accidentale  a  pro- 
posito del  procedimento,  col  quale  isolai  da  un  tumore  del  cane  uno 
dei  blastomiceti,  dei  quali  mi  sono  più  largamente  servito  nelle  mie 
esperienze. 

Si  trattava  di  un  linfosarcoma  del  pene  perfettamente  simile  a 
quelli  che  io  aveva  osservato  sperimentalmente  in  altri  cani  e  che 
avevo  descritti  nei  lavori  precedenti.  Alcuni  pezzi  del  tumore  furono, 
appena  ucciso  l'animale,  inoculati  nel  connettivo  sottocutaneo  del 
dorso  di  un  cane,  di  un  gatto  e  di  un  coniglio,  previa  incisione  della 
cute  e  consecutiva  sutura.  Il  cane  morì  dopo  un  mese  ed  al  sito 
d'inoculazione  si  trovò  riassorbito  il  pezzo  di  tumore  inoculato.  Il 
gatto  morì  dopo  un  mese  e  mezzo  e  neanche  presentava  nulla  al  sito 
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d'inoculazione  negli  organi.  Il  coniglio  morì  dopo  cinque  giorni  ed 
al  sito  d'inoculazione  si  trovò  il  pezzo  di  tumore  inoculato  compreso 
in  mezzo  a  considerevole  quantità  di  pus.  Non  si  riscontrarono  lesioni 
negli  organi 

All'esame  microscopico  del  pus  si  videro  parecchi  blastomiceti.  Si 
fecero  allora  strisciamenti  col  pus  su  vasta  superficie  di  patate  ste- 
rili e  si  fecero  piastre  in  agar  con  aggiunta  di  mosto.  Tanto  sulle 
patate,  quanto  sulle  piastre  di  agar,  in  mezzo  alle  numerosissime  co- 
Ionie  di  altri  microrganismi  si  potettero  isolare,  con  non  poca  diffi- 
coltà, le  colonie  del  blastomicete,  il  quale  appariva  morfologicamente 
e  culturalmente  perfettamente  simile  agli  altri  blastomiceti  patogeni 
neoformanti.  Ora  mi  si  è  obbiettato,  come  si  può  sentirsi  sicuri  nel- 
l'aifermare  che  questo  blastomicete  isolato  dal  contenuto  di  un  ascesso, 
formatosi  in  corrispondenza  di  una  ferita  cutanea,  provenisse  proprio 
dal  tumore  innestato,  nell'escludere  che  la  sua  origine  fosLie  per  av- 
ventura identica  a  quella  delle  altre  numerosissime  forme  microbiche 
presenti  nello  stesso  pus  ?  I  blastomiceti  patogeni  neoformanti  finora 
conosciuti  come  quelli  isolati  dal  Busse,  dal  Plimmer,  da  me  e  da 
altri,  appartengono  tutti  allo  stesso  tipo  e  non  sono  tra  loro  diffe- 
renziabili, nè  dal  punto  di  vista  morfologico,  nè  dal  punto  di  vista 
colturale. 

Il  loro  carattere  principale  è  quello  di  dare  patine  brune,  come 
polvere  di  caffè  torrefatto,  sulla  superficie  delle  patate  ed  appunto 
per  questo  carattere  si  distinguono  da  tutti  gli  altri  blastomiceti  che 
si  riscontrano  nell'ambiente  e  che  possono  inquinare  il  materiale  pa- 
tologico. L'avere  riscontrato  un  blastomicete,  che  sulle  patate  dava 
patina  bruna,  nell'ascesso  del  coniglio  inoculato  con  un  pezzo  di  tu- 
more del  cane,  era  già  un  dato  certo  che  quel  blastomicete  prove- 
niva dal  tumore  e  non  da  inquinamento.  Sarebbe  molto  strano  che 
un  osservatore  facendo  innesti  su  patate  con  lo  scolo  nasale  di  un 
cavallo  affette-  da  morva  e  trovando  tra  le  numerosissime  colonie  di 
germi  accidentali  alcune  colonie  di  colorito  brunO;  caratteristiche  del 
bacillo  della  morva,  volesse  attribuire  queste  ad  un  inquinamento 
dell'aria,  come  se  il  bacillo  della  morva  fosse  stato  trovato  fra  i 
germi  dell'aria. 

Quanto  alla  morfologia  del  blastomicete  isolato  dalla  lesione  del 
testicolo,  dal  tumore  della  regione  mastoidea,  dal  pus  del  piede  si 
può  dire  che  essa  è  perfettamente  identica  a  quella  di  tutti  gli  altri 
blastomiceti  patogeni  neoformanti.  Come  per  tutti  gli  altri  blasto- 
miceti patogeni  la  morfologia  che  essi  presentano  nelle  colture  è  af- 
fatto diversa  da  quella  che  presentano  nell'organismo.  Mentre  nel- 


l'organismo  si  presentano  o  sotto  la  forma  capsulata,  viva  e  coltiva- 
bile o  sotto  la  forma  di  corpuscoli  fucsinofili  non  viva  e  non  coltivabile, 
perchè  trasformata  dall'anticorpo  specifico  saccaromicetolitico,  nelle 
colture  appaiono  come  corpi  rotondi  non  capsulati,  con  contenuto 
omogeneo  o  granuloso.  Le  colture  per  strisciamento  sui  comuni  sub- 
strati di  nutrizione  sono  perfettamente  simili  a  quelle  degli  altri  bla- 
stomiceti  patogeni  e  perciò  rimando  il  lettore  a  miei  precedenti 
lavori. 

Con  la  emulsione  in  acqua  sterile  della  lesione  testicolare  furono 
inoculati  due  conigli  nella  vena  giugulare,  due  cavie  e  due  ratti  nella 
cavità  addominale.  Di  tutti  questi  animali  inoculati  non  è  morto  che 
un  ratto  in  venticinquesima  giornata  con  numerosi  noduli  nei  pol- 
moni, dai  quali  si  sono  ottenuti  in  coltura  pura  blastomiceti  morfo- 
logicamente e  culturalmente  identici  a  quelli  isolati  dalla  lesione  del 
testicolo.  Le  due  cavie  ed  i  due  conigli  sono  stati  sacrificati  dopo  un 
mese  e  mezzo  e  alla  autopsia  non  sono  state  riscontrate  lesioni. 

Con  la  emulsione  in  acqua  sterile  del  tumore  della  regione  ma- 
stoidea  sono  stati  inoculati  nella  cavità  addominale  due  cavie  e  due 
ratti.  Di  questi  quattro  animali  finora  non  è  morto  alcuno.  Col  pus 
raccolto  dal  piede  il  29  marzo  ed  il  10  giugno  sono  state  inoculate 
sette  cavie,  due  ratti,  tre  conigli  nella  cavità  addominale.  Di  questi 
animali  sono  morte  solamente  due  cavie,  una  dopo  15  giorni  e  l'altra 
dopo  29  giorni  dalia  praticata  inoculazione,  con  ispessimenti  nodulari 
sulla  superficie  del  peritoneo  parietale. 

Da  queste  lesioni  si  sono  ottenuti  in  coltura  pura  i  blastomiceti. 
Negli  organi  addominali  e  toracici  non  si  sono  osservate  lesioni.  La 
ricerca  dei  bacilli  della  tubercolosi  è  stata  completamente  negativa. 

IV. 

Come  già  ho  detto  innanzi  nella  descrizione  del  caso  che  mi  è 
capitato  all'osservazione,  la  lesione  del  testicolo  destro  devo  essere 
considerata  come  primitiva.  Nel  testicolo  le  alterazioni  anatomo- 
patologiche  sono  molto  più  estese  che  non  nella  neoformazione  esi- 
stente in  corrispondenza  della  regione  mastoidea. 

Osservando  al  microscopio  le  sezioni  del  testicolo  si  vede  che  alle 
chiazze  di  coloro  bianco-gialliccio  che  sono  state  descritte  nell'osser- 
vazione macroscopica  corrisponde  una  sostanza  che  bisogna  conside- 
rare come  il  residuo  di  un  tessuto  che  ha  degenerato  in  modo  spe- 
ciale. Questa  sostanza,  nelle  sezioni  colorate  con  emallume  ed  orange, 
appare  intensamente  colorata  in  giallo  ed  è  in  parie  finamente  granulosa, 
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in  parte  finamente  fibrillare.  In  mezzo  a  questa  sostanza  vi  è  un 
abbondante  detritus  nucleare,  colorato  intensamente  con  l'emallume. 

Scarsissime  sono  le  forme  blastomicetiche  che  si  rinvengono  in 
questa  parte  degenerata  del  tesduto  patologico. 

Alla  periferia  di  questi  focolai  necrobiotici  vi  è  un  tessuto  di  gra- 
nulazione con  cellule  epitelioidi,  cellule  d' infiltrazione,  più  o  meno 
abbondanti  cellule  plasmatiche  e  scarse  cellule  giganti,  molte  delle 
quali  presentano  la  tipica  disposizione  dei  nuclei  verso  la  periferia 
del  corpo  cellulare  e  molte  hanno  i  nuclei  aggrappati  verso  il  centro. 
Anche  in  questa  zona  periferica  le  forme  parassitarie  capsulate  sono 
scarsissime;  meno  rare  invece  sono  le  forme  parassitarie  ridotte  a 
corpuscoli  fucsinofili.  Di  questi  se  ne  vedono  liberi,  piuttosto  grandi, 
endocellulari  piuttosto  piccoli.  Meglio  che  con  le  comuni  colorazioni 
si  mettono  bene  in  evidenza  colorando  le  sezioni  attaccate  sul  vetrino 
con  il  miscuglio  di  saffranina  e  verde  malachite  in  soluzione  acquosa  1  % 
a  parti  uguali.  I  corpuscoli  di  Russell  colorati  con  questo  metodo  as- 
sumono una  tinta  che  va  dal  bleu  al  verde  intenso  (fig.  1,  tav.  I). 

Queste  alterazioni  possono  essere  facilmente  scambiate  per  lesioni 
di  natura  tubercolare  e  perciò  non  deve  far  meraviglia  se  un  valoroso 
anatomista-patologo,  come  il  Jona  che  ebbe  ad  esaminare  lo  stesso 
pezzo,  riferì  che  esso  presentava  i  caratteri  della  infiltrazione  tuber- 
colare, con  formazioni  granulomatose  caratteristiche,  tendenza  di  ca- 
seificazione; il  carattere  delle  cellule  giganti  numerose  è  pure  quello 
delle  cellule  giganti  tubercolari,  per  la  disposizione  dei  nuclei,  per  la 
necrosi  dei  coaguli  del  protoplasma. 

Intanto  non  riuscì  al  prof.  Jona  di  rinvenire  nelle  sezioni  il  bacillo 
di  Koch.  Se  al  reperto  negativo  del  bacillo  della  tubercolosi  nelle 
sezioni  si  aggiunge  il  risultato  negativo  delle  inoculazioni  del  mate- 
riale patologico  nelle  cavie  ed  il  risultato  negativo  della  cutereazione 
si  deve  necessariamente  conchiudere  che  le  alterazioni  riscontrate  non 
avevano  nulla  a  che  fare  con  la  tubercolosi. 

Nella  parte  innanzi  descritta,  in  cui  le  alterazioni  patologiche  sono 
più  progredite,  non  si  vedono  traccie  di  tessuto  testicolare. 

Nel  connettivo  che  circonda  l'epididimo  si  vedono  cellule  giganti 
simili  a  quelle  innanzi  descritte,  circondate  alle  volte  da  cellule  epi- 
telioidi e  queste  a  loro  volta  da  elementi  d'infiltrazione  granuloma- 
tosa.  L'epitelio  dell'epididimo  sembra  che  abbia  reagito  alle  altera 
zioni  avvenute  nel  connettivo,  perchè  si  presenta  in  qualche  punto 
ispessito  e  sfaldato.  Lesioni  identiche  a  quelle  che  si  riscontrano  nel 
connettivo  esistente  tra  i  canalini  dell'epididimo  si  notano  anche  nel 
connettivo  che  circonda  i  vasi  sanguigni  (fig.  2,  tav.  I). 
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Non  ho  riscontrato  lesioni  nei  gangli  linfatici  annessi  al  tumore 
testicolare  ed  all'epididimo. 

La  neoformazione  esistente  in  corrispondenza  della  regione  ma- 
stoidea,  riprodottasi  in  sito  dopo  la  estirpazione  di  un  tumore,  il  cui 
esame  istologico  non  fu  fatto,  presenta  oltre  alla  infezione  blastomi- 
cetica  una  vera  neoformazione  sviluppatasi  a  apese  del  parenchima 
glandolare. 

È  necessario  prima  di  descrivere  le  particolarità  istologiche  di 
questa  neoformazione  far  precedere  alcune  notizie  intorno  alla  strut- 
tura della  parotide  ed  alle  forme  di  carcinomi  che  sono  stati  descritti 
nella  glandola. 

Come  è  noto,  le  cellule  delle  parti  intercalari  della  parotide  umana 
sono  cilindriche,  affilate  ad  amendue  le  estremità  e  giacciono  obli- 
quamente all'asse  del  canalino,  disposte  le  une  accanto  alle  altre.  I 
dati  di  alcuni  autori  sulla  presenza  di  cellule  al  centro  degli  acini 
sono  da  riferire  alla  penetrazione  delle  cellule  del  segmento  interca- 
lare negli  otricoli  glandolari.  In  alcuni  elementi  della  parotide  si  tro- 
vano numerosi  granuli,  in  altri  scarsi.  I  grossi  granuli  si  formano 
dai  più  piccoli  e  sono  prodotti  di  secrezione.  Tra  le  cellule  secernenti 
e  la  membrana  propria,  Zimmermann  trovò  delle  cellule  stellate  con 
prolungamenti  sottili  e  lunghi.  Queste  cellule,  il  cui  protoplasma  pre- 
senta fibrille,  possono  paragonarsi  alle  fibre  muscolari.  L'autore  le 
ritiene  per  cellule  epiteliali  contrattili.  Nei  dotti  escretori  non  rara- 
mente si  trovano  cellule  caliciformi.  La  parotide  contiene  molto  tes- 
suto adiposo  intr alobulare.  Gli  acini  glandolari  sono  più  o  meno 
sacciformi,  con  cavità  che  comunicano  tra  loro  mediante  uno  o  più 
dotti  escretori  ramificati.  Gli  acini  sono  rivestiti  da  una  membrana 
propria  composta  da  una  rete  di  cellule  piatte,  nucleate  e  ramificate, 
le  cui  maglie  sono  chiuse  da  una  delicata  membranella  di  sostanza 
omogenea.  Nell'interno  della  membrana  propria  basale  le  cellule  se- 
cretrici  formano  un  rivestimento  epiteliale  che  limita  le  cavità  al- 
veolari. 

Secondo  il  Park  il  condroma  costituisce  circa  il  30  %  dei  tumori 
della  parotide.  Il  sarcoma  con  fibroma  e  cistoma  dà  presso  a  poco 
la  stessa  percentuale. 

Il  carcinoma  rappresenta  circa  il  45  %  di  tutti  i  tumori  della  pa- 
rotide. 

Nei  carcinomi  della  parotide  i  singoli  lobi  ghiandolari  s' ingrossano 
a  poco  a  poco,  sono  colpiti  dal  processo  neoplastico  altri  lobi  od  il 
tumore  si  diffonde  da  ogni  lato.  Gli  acini  ghiandolari  stessi  mandano 
germogli  di  cilindri  cellulari  che  crescono  nei  tessuti  vicini.  Essi  hanno 
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per  lo  più  uno  stroma  sottile,  ma  vasi  abbondanti.  Bisogna  distin- 
guere la  varietà  acinosa  dalla  varietà  tabulare.  Questa  varietà  tubu- 
lare  si  sviluppa  di  più  nei  tubi  salivari.  Da  essi  si  originano  lunghi 
tubi  rivestiti  di  epitelio  cilindrico,  producendo  nella  glandola,  come 
al  di  là  di  essa  nei  tessuti  vicini,  delle  insenature  e  delle  sporgenze. 
Le  insenature  e  le  sporgenze  nell'  interno  dei  tubi  sono  prodotte  da 
ciò  che  il  connettivo  proliferante  si  spinge  in  essi  sotto  forma  di 
escrescenze  verrucose.  Agli  estremi  dei  tubuli  non  di  rado  si  formano 
perle  epiteliali  e  quindi  non  si  può  da  questo  reperto  concludere  che 
si  tratti  di  un  carcinoma  cutaneo  cresciuto  all'  interno. 

Secondo  il  Kiittner  un  tumore  delle  ghiandole  salivari  può,  dal 
punto  di  vista  anatomo-patologico,  essere  considerato  come  un  carci- 
noma solo  quando  è  dimostrabile  che  i  nidi  e  i  cordoni  carcinoma- 
tosi provengono  direttamente  dagli  elementi  epiteliali  della  glandola. 

Il  Konig  ritiene  che  nelle  glandole  salivari  sono  molto  frequenti  i 
carcinomi  pluricellulari  ;  in  questi  degenerano  dapprima  dei  lobuli 
ghiandolari  isolati,  poi  dei  lobuli  sempre  più  numerosi  e  si  formano 
così  dei  nidi  cellulari,  che  poi  si  diffondono  oltre  i  limiti  della  ghian- 
dola, nel  tessuto  circostante. 

In  tali  carcinomi  lo  stroma  è  poco  sviluppato. 

Anche  il  Kònig  distingue  la  varietà  acinosa  del  carcinoma  della 
parotide  dalla  varietà  tubulare. 

Secondo  Fredet  e  Chevassu  esistono  al  difuori  dei  tumori  misti 
degenerati  almeno  tre  varietà  di  epitelioma  della  regione  parotidea  : 
un  epitelioma  tubulato  proveniente  dagli  acini  glandolari;  un  epite- 
lioma cilindrico  sviluppato  a  spese  dei  canali  escretori  ed  infine  un 
epitelioma  pavimentoso  lobulato,  che  contrariamente  al  precedente 
non  acquista  con  la  glandola  che  dei  rapporti  di  contiguità;  è  un 
epitelioma  branchiale  intraparotideo. 

I  tumori  della  parotide  non  hanno  nulla  a  che  fare  con  quelle 
affezioni  croniche  che  furono  descritte  dal  Kiittner  sotto  il  nome  di 
tumore  infiammatorio. 

In  questi  casi  si  trova  nella  regione  di  una  delle  glandole  salivari 
un  tumore  grosso,  quanto  un  uovo  di  gallina;  la  forma  è  rotonda 
oppure  allungata;  la  consistenza  è  dura.  La  pelle  che  ricopre  il  tu- 
more è  normale,  oppure  leggermente  aderente;  nella  profondità  il 
tumore,  in  causa  di  estese  aderenze,  è  poco  spostabile;  talora  anzi 
prende  delle  aderenze  colla  mucosa  della  bocca;  spesso  manca  ogni 
sensibilità  alla  pressione. 

Si  tratta  in  tali  tumori  di  una  infianimazione  cronica  interstiziale 
delle  glandole  salivari;  essi  contengono  nel  loro  interno  dei  piccoli 
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focolai  di  granulazioni,  oppure  dei  piccolissimi  ascessi  isolati.  In  tutti 
i  casi  studiati  dal  Kiittner,  tali  tumori  dimostrarono  tendenza  ad 
ingrossare  sempre  più  e  precisamente  presentavano  una  grande  dispo" 
sizione  a  diffondersi  sempre  più  nei  vari  tessuti  dei  dintorni. 

Il  maggiore  interesse  di  tale  strana  malattia  sta  nella  diagnosi. 
Tali  tumori  non  hanno  nulla  a  che  fare  con  la  lue;  però  di  solito 
non  possono  essere  distinti  dai  tumori  maligni  clinicamente;  talvolta 
poi  anche  l'anamnesi  non  presenta  alcun  punto  di  appoggio  per  poter 
pensare  ad  un  processo  infiammatorio. 

Nei  primi  casi  il  Kiittner  durante  la  operazione  credette  di  avere 
a  che  fare  con  un  sarcoma  o  con  altro  tumore  maligno;  allo  esame 
microscopico  non  si  scovre  alcuna  traccia  di  degenerazione  maligna, 
ma  soltanto  un  aumento  del  tessuto  connettivo  e  qua  e  là  una  ab- 
bondante infiltrazione  di  cellule  rotonde. 

Il  tumore  da  me  osservato  nella  regione  parotidea  è  senza  dubbio 
di  origine  glandolare.  Esso  è  costituito  da  gruppi  cellulari  più  o 
meno  estesi,  più  o  meno  irregolari,  con  tendenza  alla  disposizione 
tubulare  anzi  che  a  quella  acinosa.  Lo  ingrossamento  delle  cellule 
costituenti  la  neoplasia  per  l'aumento  del  protoplasma,  la  scomparsa 
delle  funzioni  specifiche,  la  modificazione  della  forma  dei  corpi  cel- 
lulari, lo  ingrandimento  e  la  ipercromasia  dei  nuclei,  la  presenza  di 
mitosi  patologiche,  sono  tutù  caratteri  che  distinguono  le  cellule 
glandolari  neoplastiche  dalle  cellule  glandolari  normali. 

Nella  riproduzione  tumultuaria  ed  atipica  degli  elementi  glando- 
lari va  completamente  perduto  il  tipo  acinoso  della  glandola  nor- 
male. Gli  elementi  neoplastici  sotto  forma  di  ammassi  cellulari  o  di 
grossi  cordoni  cellulari  infiltrano  il  tessuto  connettivo  circostante. 
La  parte  stromale  del  tumore  è  piuttosto  scarsa.   (Fig.  1,  Tav.  II). 

Non  mancano  in  alcuni  punti  della  neoplasia  delle  chiazze  emor- 
ragiche dovute  ad  usura  delle  pareti  vasali  sanguigne  da  parte  degli 
elementi  neoplastici. 

Qua  e  là  in  mezzo  al  tessuto  neoplastico  si  vedono  cellule  giganti 
circondate  da  cellule  epitelioidi,  le  quali  sono  la  espressione  della 
infezione  blastomicetica.  Lo  annidamento  dei  parassiti  nel  tessuto 
connettivo  glandolare  ha  dato  luogo  alle  stesse  alterazioni  patolo- 
giche che  in  un  primo  tempo  sono  avvenute  nel  testicolo.  La  tos- 
sina elaborata  dai  parassiti  nei  focolai  infettivi  ha  trovato  recettive 
le  cellule  glandolari  e  le  ha  stimolate  alla  riproduzione  atipica.  Dalla 
infezione  si  è  avuta  la  intossicazione.  (Fig.  2,  Tav.  II). 

Il  processo  infettivo  che  si  osserva  nel  tumore  della  parotide  è  meno 
avanzato  di  quello  che  è  stato  descritto  nel  testicolo.  Predominano 
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Je  lesioni  iniziali  costituite  o  da  sole  cellule  giganti  o  da  cellule  gi- 
ganti circondate  da  cellule  epitelioidi. 

Sono  piuttosto  rare  le  lesioni  a  stadio  più  avanzato  con  centro 
necrobiotico  e  con  infiltrazione  granulomatosa  alla  periferia,  così 
come  si  sono  riscontrate  nel  testicolo.  Questo  stadio  più  giovanile 
delle  lesioni  nella  neoplasia  parotidea  è  in  rapporto  diretto  col  fatto 
che  la  infezione  nel  connettivo  circostante  alla  glandola  è  avvenuta 
qualche  tempo  dopo  la  infezione  testicolare.  Il  tumore  della  parotide 
non  può  essere  indipendente  dalla  avvenuta  infezione  blastomicetica 
per  la  ragione  che  le  alterazioni  infettive  e  neoplastiche  sono  inti- 
mamente legate  le  une  alle  altre.  Oltre  che  nel  tessuto  neoplastico 
si  riscontrano  lesioni  infettive  anche  nel  connettivo  che  circonda  i 
vasi  sanguigni  ed  i  dotti  glandolar!. 

Il  fatto  che  da  un  focolaio  infettivo  parte  uno  stimolo  chimico 
proliferativo,  la  tossina,  che  induce  alla  proliferazione  atipica  cellule 
ghiandolari  specifiche,  trova  conferma  nelle  neoformazioni  che  ac- 
compagnano i  tumori  infiammatori  cronici.  Tanto  nella  tubercolosi, 
quanto  nella  sifilide,  gli  epiteli  ed  il  connettivo  possono  presentare 
tale  proliferazione  che  ci  vuole  molto  esercizio  per  distinguerle  da 
carcinomi  e  da  sarcomi.  In  un  caso  d'invaginazione  dello  intestino 
citato  da  v.  Hansmann,  alla  estremità  della  parte  invaginata  si  os- 
servava un  tumore  circolare  che  si  poteva  considerare  come  neo- 
plasia. La  ricerca  microscopica  assodò  che  lo  ispessimento  era  dovuto 
al  connettivo  ricco  di  fibre  elastiche  e  di  tessuto  adiposo.  Difficoltà 
maggiori  s'incontrano  nella  diagnosi,  se  si  tratta  di  proliferazione 
degli  endoteli.  Non  raramente  succede  che  nella  infiammazione  in 
diversi  punti  dell'organismo  queste  cellule  si  moltiplicano  in  modo 
da  presentare  al  microscopio  una  struttura  nettamente  alveolare. 

Questo  fatto  si  verifica  specialmente  nella  pleura. 

Il  Friedlànder  ha  studiato  le  proliferazioni  epiteliali  atipiche,  che 
si  riscontrano  frequentemente  in  diversi  processi  infiammatori  cro- 
nici della  epidermide  accompagnati  da  proliferazione  connettivale 
e  formazione  di  tessuto  di  granulazione.  Ai  bordi  delle  affezioni  lu- 
pose  crescono  gli  epiteli  profondamente  nel  tessuto  di  granulazione. 
Sono  vere  gettate  epiteliali  che  si  ramificano  in  diverso  modo  con 
formazione  di  perle  epiteliali.  In  alcuni  di  questi  casi  la  somiglianza 
col  carcinoma  è  così  grande  che  può  facilmente  avvenire  un  errore 
di  diagnosi.  L' Hansmann  ha  veduto  casi,  nei  quali  non  era  possibile 
distinguere  queste  proliferazioni  dai  cancroidi  e  solamente  il  decorso 
clinico  rese  possibile  la  diagnosi.  Nel  laringe,  specialmente  quando 
si  tratta  di  tubercolosi,  si  producono  proliferazioni  epiteliali,  le  quali 
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presentano  la  struttura  di  un  cancroide.  Anche  nella  tubercolosi  del- 
l'utero si  verificano  tali  proliferazioni  dell'epitelio  della  mucosa  che 
facilmente  si  può  cadere  in  un  errore  di  diagnosi.  I  casi  di  cancroidi 
guaribili  appartengono  certamente  a  queste  proliferazioni  infiamma- 
torie atipiche.  Non  è  raro  il  caso,  in  cui  alcuni  tumori  tubercolari 
presentano  una  struttura  non  dissimile  da  quella  di  alcuni  sarcomi. 
Il  Virchow  comprese  tra  i  sarcomi  il  morbo  periato  dei  bovini  per 
l'abbondante  sviluppo  cellulare  e  per  la  scarsa  caseificazione. 

Oltie  che  dai  tumori  d'infiammazione  cronica,  anche  dai  tumori 
maligni  può  essere  esercitato  uno  stimolo  proliferativo  sui  tessuti 
vicini.  Mentre  nel  primo  caso  non  sappiamo  di  quale  natura  sia  lo 
stimolo  proliferativo,  nel  secondo  caso  si  può  affermare  che  si  tratta 
di  una  tossina. 

I  tumori  maligni  connettivali  esercitano  in  generale  uno  stimolo 
limitato  sul  connettivo  che  deve  formare  lo  stroma  ed  è  perciò  che 
i  sarcomi  hanno  uno  stroma  poco  sviluppato. 

La  formazione  dello  stroma  è  dovuta  ad  uno  stimolo  proliferativo 
esercitato  dalle  cellule  neoplastiche  su  determinate  cellule,  sieno  ossee 
(reazioni  osteoplastiche),  sieno  connettivali  (reazioni  fibroplastiche), 
sieno  vasali  (reazioni  angioplastiche). 

Le  cellule  neoplastiche  esercitano  stimolo  proliferativo  anche  su- 
gli epiteh.  Negli  epiteli  in  vicinanza  dei  tumori  si  osservano  modifi- 
cazioni che  somigliano  a  carcinomi  incipienti,  come  ad  esempio  get- 
toni profondi  dell'epitelio  di  rivestimento,  ramificazioni  dicotomiche 
delle  glandole,  accompagnate  da  trasformazioni  cellulari  del  connet- 
tivo. Anche  nei  sarcomi  che  crescono  in  vicinanza  dell'epidermide 
Orth  osservò  una  proliferazione  ipertrofica  dell'epitelio.  Il  Lewin  è 
della  opinione  che  non  solamente  sulle  celluld  epiteliali  della  stessa 
natura  possa  esercitarsi  lo  stimolo  proliferativo  da  parte  delle  cellule 
neoplastiche,  ma  anche  su  cellule  epiteliali  d'i  natura  diversa.  In 
base  a  questo  fatto  si  dedusse  che  per  lo  stimolo  esercitato  da  cel- 
lule neoplastiche  di  una  data  specie  su  cellule  di  altra  specie  accanto 
ad  un  tumore  o  in  seguito  a  trapianto  in  individuo  della  stessa 
specie  può  sorgere  un  tumore  di  natura  affatto  diversa  dal  primo. 
A  questo  modo  si  spiega  lo  insorgere  di  un  sarcoma  fusocellulare  nel 
topo  in  seguito  a  trapianto  di  un  carcinoma  alveolare  della  mammella. 

Dalle  cellule  epiteliali  neoplastiche  è  stato  esercitato  uno  stimolo 
proliferativo  sulle  cellule  stromah  dell'individuo,  in  cui  si  è  fatto  il 
trapianto.  Anche  nell'uomo  sono  stati  osservati  dei  casi  di  trasfor- 
mazione nella  natura  neoplastica  del  tumore  per  stimolo  proliferativo 
esercitato  dalle  cellule  maligne. 
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Che  il  tumore  della  glandola  parotide  descritto  non  sia  una  sem- 
plice proliferazione  ipertrofica  ed  iperplastica  dovuta  alla  esistenza 
del  processo  infettivo,  ma  una  vera  neoplasia  è  dimostrato,  oltre  che 
dal  fatto  che  si  trattava  di  una  recidiva,  dalla  atipia  degli  elementi 
neoplastici  e  dal  loro  potere  infiltrante  nei  tessuti  circostanti,  dalla 
esistenza  delle  metastasi  nei  gangli  linfatici  annessi  alla  glandola. 
Nei  gagli  linfatici  annessi  al  tumore  della  parotide  si  vedono,  più 
verso  la  periferia  che  verso  il  centro,  numerosi  tubuli  epiteliali  del 
tutto  simili  a  quelli  che  costituiscono  la  neoformazione  (Fig.  1,  Tav.  III). 
La  identità  di  struttura  fra  gli  elementi  glandolali  che  costitui- 
scono il  tumore  (Fig.  2,  Tav.  Ili),  la  loro  atipia,  la  loro  esten- 
sione ed  il  modo,  come  sono  disseminati,  esclude  che  possa  trat- 
tarsi di  un  fatto  identico  a  quello  osservato  dal  Neisse. 

Questo  osservatore  trovò  in  14  parotidi  di  neonati  da  8  a  14  nodi 
linfatici  fra  mezzo  al  tessuto  glandolare,  così  nello  interno  ddlla 
glandola,  come  anche  ai  suoi  bordi.  Spesso  nello  interno  di  questo 
tessuto  linfoide  osservò  residui  isolati  di  tessuto  parotideo.  Anche  il 
Ribbert  nel  suo  trattato  di  oncologia  riporta  una  figura  di  ganglio 
annesso  alla  glandola  con  residui  isolati  di  tessuto  parotideo.  La 
presenza  di  questi  elementi  glandolar!,  non  ha  nulla  a  che  vedere 
ccn  le  metastasi  osservate  nel  caso  da  me  descritto. 

Il  Neisse  osservò  inoltre  che  mentre  i  noduli  linfoidi  nei  feti  più 
giovani  mancano  di  tubi  ghiandolari,  essi  si  riscontrano  nei  noduli 
linfcidi  di  feti  di  9  centimetri. 

In  un  ganglio  linfatico,  grande  quanto  un  fagiuolo  e  situato  ad 
una  certa  distanza  dal  t'^more  principale,  si  osservano  estese  altera- 
zioni dovute  al  processo  infettivo.  Alcune  di  queste  lesioni  sono  molto 
grandi,  con  la  parte  centrale  in  degenerazione,  altre  iniziali  costituite 
da  cellule  giganti,  contornate  da  una  zona  più  o  meno  estesa  di 
cellule  epitelioidi.  Le  lesioni  infettive  molto  estese  con  la  parte  cen- 
trale in  degenerazione,  presentano  molte  cellule  giganti  nella  zona 
periferica  che  circonda  la  parte  centrale  necrobiotica.  Anche  in  que- 
sto ganglio  si  vedono  metastasi  del  tumore  parotideo  perfettamente 
identiche  a  quelle  riscontrate  nei  gangli  linfatici  annessi  alla  neo- 
formazione primitiva. 

V. 

Mentre  il  Rokitansky  metteva  in  dubbio  la  presenza  del  cancro 
nella  tubercolosi,  in  questi  ultimi  anni  sono  andate  sempre  aumen- 
tando le  osservazioni  sulla  contemporanea  comparsa  delle  due  affe- 
zioni. Il  Ribbert  nella  affezione  tubercolare  vede  un  momento  cau- 
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sale  diretto  per  la  formazione  del  cancro.  La  tubercolosi,  in  altri 
termini,  sarebbe  una  fra  le  tante  cause  predisponenti  del  cancro. 
Egli  trovò  in  11  carcinomi  epiteliali  piatti  un  tessuto  di  granulazione 
con  cellule  giganti  senza  però  la  presenza  dei  bacilli  della  tubercolosi. 
Egli  ritiene  che  la  tubercolosi  rappresenta  il  primo  momento,  la  causa 
iniziale  della  proliferazione  connettivale  sottoepiteliale  necessaria  per 
la  origine  del  carcinoma. 

Il  Clement  ritiene  che  degli  11  casi  descritti  dal  Ribbert  uno  solo 
può  considerarsi  come  associazione  di  cancro  e  tubercolosi.  Negli  altri 
casi  egli  ritiene  che  si  tratti  di  cellule  giganti  da  corpi  estranei,  ab- 
bastanza frequenti  nei  cancri  epiteliali  piatti.  Anche  il  Lubarsch 
nega  un  rapporto  causale  fra  cancro  e  tubercolosi.  Egli  trovò  alte- 
razioni tubercolari  nel  quinto  di  tutti  i  casi  sezionati  di  cancro. 
Nella  metà  di  tutti  i  casi  la  formazione  del  carcinoma  si  presentò 
in  processi  tubercolari  antichi  in  via  di  guarigione.  Lubarsch  e  Cle- 
ment credono  che  lo  sviluppo  del  carcinoma  ed  il  consecutivo  inde- 
bolimento possa  essere  una  causa  predisponente  per  lo  sviluppo  della 
affezione  tubercolare,  come  l'affezione  tubercolare  può  rappresentare 
una  causa  predisponente  per  lo  sviluppo  del  cancro.  Che  la  tuberco- 
losi in  alcuni  casi  predispone  allo  sviluppo  dei  tumori  maligni  è  di- 
mostrato dal  fatto  che  carcinomi  e  sarcomi  si  sviluppano  facilmente 
su  affezioni  lupose.  Come  momento  etiologico  per  lo  sviluppo  di 
alcuni  sarcomi  si  ammette  una  influenza  diretta  del  bacillo  tuberco- 
lare. Fa  pensare  specialmente  a  questo  fatto  la  identità  di  struttura 
di  alcuni  tumori  tubercolari  con  alcuni  sarcomi,  in  modo  speciale  coi 
sarcomi  fusocelluiari  e  coi  sarcomi  a  cellule  giganti.  Il  decorso  di  al- 
cuni sarcomi  simile  a  quello  di  alcune  affezioni  tubercolari  dà  ragione 
ad  alcuni  di  distaccare  dalla  classe  dei  tumori  maligni  i  linfosarcomi. 
Anche  il  Paltauf  è  della  opinione  che  il  decorso  clinico  di  tali  tumori 
fa  pensare  alla  esistenza  di  una  causa  infettiva. 

Secondo  il  Borst  non  vi  è  alcun  dubbio  che  noduli  tubercolari 
possono  svilupparsi  nello  stroma  cancerigno  e  che  il  carcinoma  può 
attecchire  nel  tessuto  tubercolare. 

Il  Lubarsch  ha  distinto  quattro  diverse  possibilità  di  combinazioni 
di  cancro  e  tubercolosi.  Nella  prima  il  cancro  si  manifesta  in  una 
tubercolosi  antica  in  via  di  guarigione.  Non  vi  è  alcuna  influenza 
reciproca.  Questa  possibilità  avviene  nella  metà  dei  casi.  Nella  se- 
conda il  cancro  si  trova  diffuso  accanto  a  tubercolosi  di  antica  e  di 
recente  data  :  è  probabile  in  questo  caso  che  il  carcinoma  ha  portato 
i  vecchi  focolai  tubercolari  a  nuova  eruzione.  Nella  terza  in  un  can- 
cro in  pieno  sviluppo  si  manifesta  la  tubercolosi.  Il  carcinoma  in 
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questi  casi  rappresenta  la  causa  predisponente  per  lo  sviluppo  della 
tubercolosi.  Nella  quarta  avviene  che  nel  corso  di  una  tubercolosi 
cronica  si  sviluppa  un  carcinoma.  La  tubercolosi  in  questo  caso  è 
stata  la  causa  predisponente  per  lo  sviluppo  del  cancro. 

Il  Klose  ed  il  Vogt  (1)  hanno  osservato  nella  mammella  destra 
di  una  donna  di  25  anni  un  processo  tubercolare  ed  un  adenocarci- 
noma.  Dopo  la  seconda  operazione  radicale  si  ebbe  la  guarigione  ap- 
perente.  Allo  esame  microscopico  si  trovò  che  il  processo  tubercolare 
era  ugualmente  diffuso  del  processo  neoplastico,  in  guisa  che  non  era 
possibile  dimostrare  quale  delle  due  affezioni  avesse  avuto  la  prece- 
denza. Altri  casi  di  tubercolosi  e  cancro  sono  stati  descritti  dal 
Baumgarten. 

Recentemente  il  Franco  (2)  ha  descritto  parecchi  casi  di  tuber- 
colosi e  cancro.  Riferirò  quei  casi  che  per  me  hanno  interesse  spe- 
ciale, nei  quali  la  tubercolosi  era  preesistente  al  cancro. 

Il  primo  caso  si  riferisce  ad  un  uomo,  al  quale  fu  asportato  il 
laringe  per  una  neoformazione  ritenuta  per  cancerosa  ai  dati  clinici. 
L'individuo  dopo  poco  tempo  morì.  All'autopsia  si  riscontrarono 
aderenze  di  vecchia  data  fra  le  due  pleure  in  corrispondenza  dell'a- 
pice polmonare  destro.  Quivi  tagliato  il  parenchima  si  constatò  la 
presenza  di  numerosi  tubercoli  miliari  e  di  piccole  caverne.  Spaccato 
il  laringe  si  vide  sporgere  nel  lume  una  intumescenza  voluminosa 
quanto  una  avellana,  a  tipica  struttura  a  cavolofìore,  di  colorito 
giallastro  e  di  consistenza  molliccia,  friabile.  Tale  intumescenza  si 
estendeva  dalle  corde  vocali  a  tutto  il  tratto  sovrastante  della  mucosa 
laringea  fino  alla  epiglottide,  di  cui  invadeva  la  base.  Allo  esame 
istologico  la  mucosa  delle  regioni  circostanti  al  tumore  non  presen- 
tava alterazioni  degne  di  nota,  ma  a  mano  a  mano  che  si  procedeva 
verso  la  massa  neoplastica,  apparivano  lesioni  degenerative  dell'epi- 
telio ed  ulcerazioni  sparse  qua  e  là,  di  variabile  ampiezza.  Dalle 
lesioni  di  continuo  della  mucosa  si  vedevano  protendere  ammassi 
cellulari  dati  da  tubercoli  derivanti  dagli  strati  più  profondi,  tuber- 
coli provvisti  al  centro  di  una  o  p'ù  cellule  giganti,  con  protoplasma 
spesso  in  necrosi  da  coagulazione  e  con  nuclei  disposti  a  palizzata  in 
numero  rilevante.  La  sottomucosa  era  invasa  da  tubercoli  confluenti, 
ma  senza  degenerazione  caseosa. 


(1)  Klose  und  Vogt.  Tnherknìose  uiid  Nenbilduiiq .  Beitrage  zur  Klin. 
Chirur^e.  Voi.  LXVI. 

(2)  Franco.  Intorno  alla  associasione  di  tumori  e  tubercolosi  nel  medesimo 
organo.  Rivista  veneta  di  scienze  mediche,  1909. 
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A  mano  a  mano  che  le  formazioni  tubercolari  si  andavano  facendo 
profonde  nella  massa  neoplastica,  si  trovavano  in  contatto  con  grossi 
cordoni  di  cellule  pavimentose,  in  mezzo  alle  quali  si  vedevano  fre- 
quenti e  caratteristici  globi  perlacei.  Lo  stroma  del  cancro  in  molti 
punti  era  costituito  da  tessuto  granulomatoso.  Nel  tessuto  tuberco- 
lare l'autore  non  ha  potuto  vedere  bacilli  tubercolari.  Alla  obbiezione 
che  le  cellule  giganti  non  sieno  dovute  al  processo  tubercolare,  ma 
che  sieno  appartenenti  all'epitelioma,  risponde  che  le  cellule  giganti 
erano  del  tipo  classico  descritto  da  Langhans,  differenti  quindi  nello 
aspetto  da  quelle  che  si  sogliono  trovare  nei  tumori;  esse  non  erano 
isolate  tra  gli  elementi  del  carcinoma,  ma  circondate  da  cellule  epi- 
telioidi  e  da  cellule  linfoidi,  nel  centro  quindi  di  caratteristici  noduli 
tubercolari,  i  quali  ultimi  poi  erano  costantemente  ben  distinti  dagli 
zaffi  cancerigni.  Secondo  l'autore,  inoltre,  sostengono  la  diagnosi  di 
tubercolosi  le  lesioni  tubercolari  all'apice  polmonare  destro. 

In  un  secondo  caso  si  tratta  di  tubercolosi  ed  adenoma  della 
mammella.  Anche  in  questo  caso  la  tubercolosi  ha  preceduto  la  neo- 
formazione. La  ricerca  dei  bacilli  della  tubercolosi  è  stata  negativa. 

Negli  altri  casi,  descritti  dall'autore,  di  neoformazione  e  tuberco- 
losi, la  ricerca  dei  bacilli  tubercolari  è  stata  positiva  e  perciò  non 
m'interessa  darne  conto. 

Da  quanto  ho  esposto,  si  rileva  come  il  trovare  tumori  e  t;iber- 
colosi  associati  nello  stesso  organo  è  un  fatto  tutt'altro  che  raro. 

In  tutti  quei  casi  descritti  di  associazione  di  tubercolosi  e  cancro, 
nei  quali  la  tubercolosi  ha  preceduto  lo  sviluppo  del  cancro,  la  ricerca 
dei  bacilli  della  tubercolosi  nelle  sezioni  e  nei  preparati  per  striscia- 
mento su  vetrini  porta-oggetti  è  stata  negativa  e  le  inoculazioni  del 
materiale  patologico  nello  addome  delle  cavie  non  hanno  prodotto  la 
morte  degli  animali  per  tubercolosi,  nasce  il  sospetto  che  non  di 
tubercolosi  associata  al  cancro  si  sia  trattato,  ma  di  una  infezione 
blastomicetica  che  abbia  dato  luogo  allo  sviluppo  di  una  neoplasia 
maligna  come  nel  caso  da  me  descritto.  Se  i  blastomiceti  sono  molto 
scarsi  nel  tessuto  patologico  le  inoculazioni  praticate  in  numero  scarso 
di  animali  dànno  ordinariamente  risultato  negativo. 

Sarà  quindi  necessario  ogni  qualvolta  riuscirà  negativa  la  ricerca 
dei  bacilli  di  Koch,  assicurarsi  principalmente  per  mezzo  delle  culture 
e  poi  anche  delle  inoculazioni  praticate  in  molti  animali  se  il  processo 
infettivo  non  sia  dovuto  a  blastomiceti  patogeni. 

Ho  già  detto  precedentemente  che  la  blastomicosi,  la  moltiplicazione 
dei  parassiti  nell'organismo  dell'uomo  e  degli  animali  con  scarsa 
reazione  da  parte  degli  elementi  cellulari  non  ha  nulla  a  che  farq 
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COI?,  le  vere  neoplasie.  Questo  concetto  è  stato  da  me  affermato  nei 
primi  lavori  intorno  all'azione  patogena  dei  saccaromiceti  nell'orga- 
nismo delle  cavie.  Quando  insieme  con  la  infezione  ha  luogo  la  intos- 
sicazione, quando  cioè  nell'organismo  dell'uomo  e  degli  animali  la 
tossina  elaborata  dai  parassiti  trova  elementi  cellulari  capaci  di  essere 
stimolati,  allora  con  la  moltiplicazione  da  parte  delle  cellule  dell'orga- 
nismo, che  hanno  fissata  la  tossina,  le  lesioni  istologiche  vanno  per- 
dendo il  carattere  dei  processi  infiammatori  cronici  e  vanno  sempre 
più  avvicinandosi  ai  processi  neoplastici  maligni. 

Nessuna  contraddizione  quindi  esiste  fra  quanto  affermai  nei  miei 
precedenti  lavori  e  quello  che  ho  esposto  nel  presente  lavoro. 

A  confermare  quanto  sopra  ho  detto  valgono  gli  esjperiraenti  di 
trapianto  da  ratto  a  ratto  che  in  questi  ultimi  anni  ho  ripetuto  su 
vastissima  scala.  Con  questi  esperimenti  di  trapianto  da  ratto  a  ratto 
ho  potuto  dimostrare  che,  partendo  dalla  pura  infezione,  da  una 
blastomicosi  pura  prodotta  con  la  inoculazione  dei  soli  parassiti  vivi 
nella  cavità  addominale  di  una  prima  serie  di  ratti  e  trapiantando 
piccoli  pezzi  dei  pseudo-tumori  nella  cavità  addominale  di  altri  ratti, 
e  così  via  dicendo,  si  arriva  a  produrre  alla  sesta,  settima,  ottava 
serie  la  intossicazione,  cioè  a  dire  lo  sviluppo  di  vere  neoplasie  ma- 
ligne. Tra  la  pura  infezione  e  la  pura  intossicazione  vi  sono  stadii 
di  passaggio,  nei  quali  possono  rientrare  le  lesioni  anatomo-patolo- 
giche  riscontrate  dal  Busse  nel  caso  da  lui  descritto  e  da  me  nel  caso 
illustrato  in  questo  lavoro. 

Se  dalla  infezione  blastomicetica  per  mezzo  di  successivi  trapianti 
si  può  giungere  alla  produzione  di  vere  neoplasie  maligne  non  deve 
fare  punto  meraviglia  che  blastomiceti  patogeni  esistenti  sulla  cute, 
sulle  muccose,  nei  dotti  glandolar!  dando  luogo  con  la  loro  moltipli- 
cazione alla  produzione  della  tossina  possano  stimolare  determinati 
gruppi  cellulari  e  dar  luogo  alla  produzione  del  tumore.  S'intende 
facilmente  che  il  meccanismo  di  azione  è  sempre  lo  stesso  tanto  nella 
produzione  naturale  e  sperimentale  del  tumore  con  i  soli  parassiti, 
quanto  nella  riproduzione  sperimentale  delle  neoplasie  con  le  sole 
tossine,  nella  stessa  guisa  che  il  tetano  prodotto  con  la  inoculazione 
delle  spore  del  bacillo  del  tetano  è  perfettamente  identico  negli  effetti 
al  tetano  prodotto  dalla  tossina  elaborata  in  vitro.  E  dire  che  si  è 
cercato  da  alcuni  prendermi  in  contraddizione  affermando  che  mentre 
nei  miei  primi  lavori  avevo  affermato  che  i  tamori  maligni  potevano 
prodursi  con  la  inoculazione  dei  soli  parassiti,  nei  successivi  avevo 
detto  che  si  potevano  anche  produrre  con  le  tossine  elaborate  in  vitro 
dai  blastomiceti! 


25 


La  teoria  infettivo-tossica  da  qualche  anno  da  me  sostenuta  in 
base  all'azione  delle  tossine  ed  antitossine  dei  blastomiceti  patogeni 
in  rapporto  alla  etiologia  ed  alla  cura  dei  tumori  maligni,  oggi  è 
accettata  da  oncologi  di  valore  tra  i  quali  basta  citare  l'Ehrlich, 
l'Apolant  e  il  Lewin.  Questo  ultimo  osservatore  nel  trattato  da  lui 
recentemente  pubblicato  è  in  tutto  favorevole  al  concetto  da  me 
sostenuto. 

A  proposito  dei  sarcomi  a  cellule  rotonde  delle  glandolo  linfatiche, 
che  sono  distinti  col  nome  di  linfosarcomi,  il  Lewin  afferma  che  mentre 
dal  punto  di  vista  istologico  non  vi  sono  differenze,  clinicamente  si 
distinguono  due  forme.  La  prima  forma  è  rappresentata  da  un  sarcoma 
primitivo  solitario  a  cellule  rotonde  delle  glandole  linfatiche,  delle 
tonsille,  della  milza,  del  midollo  delle  ossa,  dei  follicoli  sottomucosi. 
Il  tumore  rompe  la  capsula  ed  invade  i  tessuti  vicini,  dando  metastasi 
in  tutti  gli  organi.  La  seconda  forma,  identica  dal  punto  di  vista 
istologico,  si  differenzia  clinicamente.  Il  Kundrat  ed  il  Paltauf  la 
distinguono  col  nome  di  linfosarcomatosi  generalizzata,  il  Billroth  col 
nome  di  linfoma  maligno,  il  Langhans  col  nome  di  linfosarcoma 
maligno.  Questa  forma  prende  origine  non  da  una  glandola  linfatica 

0  da  un  follicolo,  ma  da  un  gruppo  di  glandole  o  di  follicoli  e  si 
estende  alle  glandole  e  follicoli  vicini.  Questa  forma  di  linfosarco- 
matosi  generalizzata  va  classificata  fra  le  malattie  sistematiclie  del- 
l'apparato linfatico  e  si  avvicina  da  una  parte  ai  granulomi  infettivi 
delle  glandole  linfatiche,  dall'altra  ai  tumori  leucemici  ed  aieucemici. 
Questa  forma  mentre  non  può  essere  tolta  dalla  classe  dei  veri 
tumori  autonomi,  con  molta  probabilità  è  da  ritenersi  di  origine 
parassitaria  o  tossica.  I  granulomi  infettivi  delle  glandole  linfatiche 
non  possono  essere  confusi  coi  linfosarcomi,  ma  coi  sarcomi  a  cel- 
lule giganti.  D'altra  parte  vi  sono  tumori  della  struttura  tipica 
del  linfosarcoma  che  certamente  devono  stare  in  rapporto  con  speciali 
agenti  infettivi  e  specialmente  con  quelli  della  tubercolosi.  È  assodato 
che  ai  granulomi  tubercolari  o  ad  altre  granulomatosi  infettive  si 
riannoda  la  formazione  di  puri  linfosarcomi,  come  i  casi  di  Ricker, 
Yamasaki  ed  altri. 

Tutti  i  tumori  leucemici,  quantunque  dal  punto  di  vista  istologico 
non  si  differenziano  dai  linfosarcomi,  se  ne  distinguono  per  il  reperto 
del  sangue.  Nei  tumori  pseudoleucemici  manca  il  reperto  del  sangue. 

1  tumori  pseudoleucemici  vanno  classificati  tra  i  granulomi  infettivi, 
come  ad  esempio  la  malattia  di  Hodgkin.  Il  Ribbert  considera  i 
tumori  leucemici  e  pseudoleucemici  come  veri  tumori,  di  carattere 
benigno  fino  a  quando  non  crescono  in  modo  infiltrante.  Tra  linfo- 
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sarcomatosi  e  tubercolosi,  tra  pseudoleucemia  e  tubercolosi  vi  è  cer- 
tamente un  nesso.  Tra  pseudoleucemia  e  tubercolosi  non  vi  è  sepa- 
razione netta. 

In  conclusione  si  può  dire  che  la  maggior  parte  dei  patologi  ed 
ematologi,  ad  eccezione  del  Ribbert,  tende  ad  ammettere  un  fattore 
patogeno  che  è  capace  di  stimolare  a  proliferazioni  iperplastiche  una 
determinata  specie  di  cellule,  i  linfociti.  Si  deve  ammettere  che  un 
agente  infettivo  o  i  suoi  prodotti  di  ricambio;  le  tossine,  possa  eser- 
citare uno  stimolo  proliferativo  su  di  una  data  specie  cellulare  con 
esclusione  di  ogni  processo  infiammatorio,  in  modo  da  produrre  una 
influenza  attiva,  non  una  reazione  passiva  nel  senso  della  formazione 
dei  granulomi. 

Questo  stimolo  proliferativo  può  portare  la  neoformazione  da 
principio  iperplastica  alla  forma  anatomica  del  vero  tumore,  il  blastoma, 
come  dimostrano  non  solamehte  i  tumori  leucemici  ed  iperplastico- 
aleucemici,  ma  anche  la  linfosarcomatosi  di  Kundrat.  Qui  si  verifica 
ciò  che  da  molti  patologi  per  la  origine  dei  veri  tumori  è  stato  negato: 
uno  stimolo  esterno  di  natura  infettiva  eccita  le  cellule  a  prolifera- 
zioni specifiche,  che  non  hanno  il  significato  di  difesa  dell'organismo 
come  nei  granulomi  infettivi,  ma  di  reazione  ad  uno  stimolo  chimico 
che  ha  alterato  il  biochinismo  cellulare. 

Vi  sono  dunque  tumori,  i  granulomi  infettivi,  che  sono  dovuti  a 
fattori  infettivi  e  tumori  come  quelli  leucemici  e  pseudoleucemici  che 
sono  prodotti  da  uno  stimolo  iperplastico  probabilmente  infettivo. 
Tra  l'una  classe  e  l'altra  di  tumori  non  vi  sono  limiti  netti.  A  questi 
tumori  si  avvicinano  i  linfosarcomi  che  anatomicamente  sono  veri 
tumori,  ma  etiologicamente  sono  dovuti  a  cagioni  tossiche  o  infettive. 

Secondo  il  Pappenheim  i  granulomi  infettivi,  i  tumori  leucemici 
e  pseiidoleucemici  e  i  linfosarcomi  sono  differenti  manifestazioni  di 
una  stessa  malattia. 

In  conclusione  si  può  affermare  che  processi  neoplastici,  i  quali  pre- 
sentano tutti  i  caratteri  della  malignità,  sono  prodotti  da  influenze 
infettivo-tossiche. 

VI. 

Come  già  ho  detto  innanzi,  di  tutti  gli  animali  inoculati  con  la 
emulsione  del  materiale  patologico  in  acqua  sterile  proveniente  dalla 
lesione  testicolare,  solamente  un  ratto  è  morto  in  venticinquesima 
giornata  con  parecchi  noduli  nei  polmoni.  Questi  noduli  della  gran- 
dezza di  acini  di  canape,  di  colorito  bianco-gialliccio,  erano  ugual- 
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mente  numerosi  nel  polmone  destro  e  nel  polmone  sinistro.  La  struttura 
istologica  di  questi  noduli  corrispondeva  alle  lesioni  giovani  osservate 
in  vicinanza  del  tumore  parotideo.  Le  forme  parassitarie  erano  piut- 
tosto scarse  e  la  reazione  da  parte  del  tessuto  era  dovuta  ad  un  tes- 
suto di  granulazione  ricco  di  cellule  giganti  e  di  cellule  epitelioidi. 

Coi  trapianti  in  serie  di  alcuni  noduli  polmonali  di  questo  primo 
ratto  attraverso  più  generazioni  di  ratti  si  osservarono  con  frequenza 
lesioni  nell'addome  di  natura  neoplastica,  perfettamente  identiche  a 
quelle  già  descritte  nel  mio  ultimo  lavoro.  Si  trattava  di  lesioni  neo- 
plastiche a  tipo  endoteliale  con  metastasi  nel  fegato,  nei  reni,  nei 
polmoni  e  nelle  glandolo  linfatiche.  Dai  ratti  morti  con  lesioni  neo- 
plastiche non  è  riuscito  1'  isolamento  dei  parassiti,  ciò  che  dimostra 
che  le  lesioni  erano  dovute  al  trapianto  di  elementi  cellulari. 

Nelle  due  cavie  morte  in  seguito  alla  inoculazione  endoaddominale 
del  pijs  cavato  dalla  tumefazione  del  piede,  ho  già  detto  innanzi  che 
si  riscontrarono  delle  placche  di  colorito  bianco-gialliccio  sulla  super- 
ficie del  peritoneo  parietale.  Queste  lesioni  presentavano  la  stessa 
struttura  dei  noduli  riscontrati  nel  polmone  del  ratto  inoculato  in 
addome  con  la  emulsione  in  acqua  sterile  del  materiale  patologico 
ricavato  dal  tumore  del  testicolo. 

Con  le  culture  pure  del  parassita  ottenute  dal  tumore  del  testicolo 
e  dal  tumore  della  parotide  pono  stati  inoculati  due  conigli  nella  vena 
giugulare,  due  cavie  nella  cavità  addominale,  tre  ratti  nella  cavità 
addominale,  sette  topi  bianchi  nella  cavità  addominale,  due  cani  nella 
vena  giugulare. 

Di  tutti  questi  animali  sono  morti  solamente  due  ratti,  il  primo 
dopo  25  giorni,  il  secondo  dopo  2  mesi  e  4  topi  dopo  10,  21,  32,  69 
giorni.  Le  lesioni  microscopiche  riscontrate  tanto  nei  ratti,  quanto 
nei  topi  erano  presso  a  poco  identiche.  Si  trattava  di  blastomicosi 
tipiche  con  formazione  di  pseudotumori  nel  grande  omento,  nel  fegato, 
nei  reni,  nei  polmoni. 

VII. 

Il  giorno  19  aprile  di  quest'anno,  quando  già  da  qualche  tempo 
era  comparsa  una  tumefazione  alla  spina  scapolare  destra  e  persisteva 
la  lesione  al  piede,  il  prof.  Giordano,  direttore  del  reparto  dell'  ospe- 
dale civile  di  Venezia,  nel  quale  era  ricoverato  il  paziente,  mi  per- 
mise molto  cortesemente  di  sottoporlo  al  trattamento  sieroterapico. 
Il  paziente  era  già  completamente  guarito  delle  operazioni  praticate 
al  testicolo  ed  alla  regione  parotidea. 
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L'ammalato  durante  tatta  la  malattia  aveva  presentato  leggiero 
innalzamento  delia  temperotura. 

La  cura  cominciata  il  giorno  19  aprile  di  questo  anno  ebbe  termine 
il  28  maggio  ed  in  questo  periodo  di  tempo  furono  inoculati  200  cmc. 
di  siero  di  cani  preparati  con  le  colture  dei  blastomiceti  patogeni. 

Il  giorno  25  maggio,  poco  più  di  un  mese  dopo  lo  inizio  della  cura 
il  tumore  alla  spalla  era  quasi  del  tutto  scomparso.  Al  presente 
(23  luglio)  il  paziente  è  in  via  di  guarigione  della  operazione  praticata 
al  piede  e  già  da  qualche  giorno  si  leva  da  letto.  Prima  che  scom- 
parisse dei  tutto  la  tumefazione  alla  spina  scapolare  destra  erano 
scomparsi  alcuni  gangli  che  si  palpavano  nella  fossa  clavicolare 
sinistra  (1). 

S'intende  facilmente  la  regressione  delle  neoformazioni  nel  caso 
precedente  in  seguito  al  trattamento  sieroterapico.  Il  siero  curativo 
si  ottiene  inoculando  agli  animali  produttori  i  liquidi  di  nutrizione 
che  contengono  le  tossine  ed  i  parassiti  morti.  Si  tratta  quindi  d* 
un  siero  che  nello  stesso  tempo  ha  potere  battericida  e  potere  anti- 
tossico. Appunto  per  avere  un  siero  che  nello  stesso  tempo  abbia 
potere  battericida  e  potere  antitossico  non  si  sono  filtrati  attraverso 
le  candele  di  porcellana  i  liquidi  di  coltura.  Era  cosa  perfettamente 
inutile  separare  i  parassiti  morti  dal  liquido  di  coltura  una  volta  che 
si  conosceva  l'azione  che  le  proteine  blastomicetiche  sono  capaci  di 
esercitare  nell'organismo  animale.  È  noto  da  quanto  risulta  dai  miei 
lavori  precedenti  che  i  parassiti  morti  inoculati  nell'organismo  ani- 
male, anche  in  grande  quantità,  non  fanno  altro  che  provocare  da  parte 
dell'organismo  la  formazione  di  un  anticorpo  specifico,  capace  di  tra- 
sformare i  blastomiceti  in  corpuscoli  fucsinofili.  Inoltre  la  filtrazione 
attraverso  le  candele  di  porcellana  dei  liquidi  di  coltura  era  da  evi- 
tarsi per  la  ragione  che  la  porcellana,  come  hanno  dimostrato  le  ri- 
cerche di  Martini  e  di  Corbett,  trattengono  buona  parte  delle  tossine. 

Inoculando  agli  animali  dapprima  i  liquidi  di  coltura  attenuati  e 
poi  quelli  non  attenuati  si  ottiene  un  siero,  il  quale  è  capace  non 
solo  di  distruggere  i  parassiti  che  eventualmente  possono  esistere  nel 


(1)  Rivedendo  le  bozze  nel  marzo  1911,  dopo  sette  mesi  e  mezzo  da  quando 
scrissi  il  presente  lavoro,  posso  aggiungere  qualche  notizia  intorno  al  de- 
corso della  infezione.  Kell'ottobre  scorso  il  paziente  rientrò  nell'ospedale, 
perchè  aveva  recidiva  della  lesione  alla  spina  scapolare  destra  ed  al  piede 
ed  un'altra  tumefazione  in  corrispondenza  dello  sterno.  La  infezione  quindi 
non  era  stata  vinta  con  la  prima  serie  d'inoculazioni  di  siero.  Si  praticò 
un'altra  serie  d'inoculazioni,  in  seguito  alla  quale  sono  di  nuovo  scamparse 
le  lesioni.  Si  seguirà  lo  studio  del  caso  e  se  ne  daranno  ulteriori  notizie  in 
altro  lavoro.  Isella  regione  mastoidea  sinora  non  si  osserva  alcuna  recidiva. 
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tumore,  ma  di  neutralizzare  la  tossina  legata  agli  elementi  cellulari 
che  rappresenta  lo  stimolo  alla  proliferazione  atipica  incessante. 

La  caratteristica  fisico-chimica  degli  antigeni  in  generale  è  la  loro 
natura  colloidale.  Si  sa  per  le  numerose  ricerche  eseguite  in  questi 
ultimi  anni  che  le  sostanze  colloidali  non  solo  sono  capaci  d'influen- 
zarsi reciprccamente  nei  modi  più  diversi,  ma  chC;  mescolando  sostanze 
colloidali  tra  di  loro,  si  originano  soluzioni  con  proprietà  del  tutto 
nuove. 

La  tossina  dei  blastomiceti  patogeni  legandosi  al  protoplasma 
degli  elementi  cellulari  potrebbe  dare  origine  ad  una  sostanza  dotata 
di  potere  stimolante  alla  moltiplicazione,  sostanza  che  poi  sarebbe 
distrutta  dalla  antitossina.  Dal  punto  di  vista  generale  è  completa- 
mente lo  stesso,  se  la  combinazione  tra  due  sostanze  colloidali  è  oppur 
no  di  natura  chimica.  L'essenziale  è  dato  dalle  nuove  proprietà  che  si 
sono  originate  per  la  unione  delle  sostanze  colloidali  e  che  prima 
della  combinazione  non  appartenevano  nè  all'una,  nè  all'  altra  delle 
due  sostanze.  La  tossina  dei  blastomiceti  patogeni  può  quindi  combi- 
narsi ai  ricettori  cellulari,  dare  origine  ad  una  nuova  sostanza  con 
proprietà  stimolanti  proliferative  sugli  elementi  cellulari  e  ciò  non 
pertanto  conservare  le  sue  proprietà  allo  stato  latente.  Lo  stesso  ac- 
cade fra  tossina  ed  antitossina. 

Non  vi  è  alcun  dubbio  che  la  tossina  e  1'  antitossina  unendosi 
dànno  luogo  ad  una  combinazione  neutra,  da  principio  facilmente 
dissociabile,  poi  decomponibile  solamente  con  mezzi  energici,  nella 
quale  i  due  componenti  si  conservano  intatti. 

Intorno  alla  fissazione  delle  tossine  con  gli  elementi  cellulari  del- 
l'organismo è  specialmente  interessante  ciò  che  si  conosce  intorno 
alla  tetanotossina.  Innanzi  tutto  varia  moltissimo  il  tempo,  nel  quale 
è  dimostrabile  la  presenza  della  tos.=9Ìna  nel  sangue.  Knorr  trovò  che 
se  s'inoculano  ai  conigli  grandi  quantità  di  tossina,  sia  sottocute, 
che  in  vena,  non  se  ne  ritrovano  nel  sangue  che  scarsissime  quantità. 
Da  ciò  egli  ammise  una  fissazione  negli  organi.  Per  quante  ricerche 
abbia  fatte,  non  ha  potuto  riottenere  dagli  organi  la  tetanotossina. 
Nel  coniglio.  Marie  fece  ricerche  sistematiche  sulla  scomparsa  del 
veleno  e  non  potette  17  ore  dopo  la  iniezione  dimostrare  la  tossina 
nè  nel  sangue,  nè  nei  diversi  organi.  Da  tutti  i  ricercatori  è  stato 
stabilito  che  con  la  iniezione  del  sistema  nervoso  centrale  di  animali 
morti  di  tetano  in  animali  sani,  non  si  può  mai  riprodurre  la  malattia. 
Questo  risultato  è  in  piena  armonia  col  fatto  che  raccogliendo  il 
succo  dei  tumori  e  filtrandolo  attraverso  candele  di  porcellana,  con 
le  inoculazioni  del  liquido  filtrato  non  è  stato  possibile  riprodurre 
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neoplasie  maligne.  Solamente  quando  le  cellule  neoplastiche  sono 
giovani,  è  possibile  che  esercitino  potere  infettante  ed  allora  si  spiega 
la  produzione  di  un  sarcoma,  avendo  trapiantato  cellule  epiteliali. 
Questo  fatto  rappresenta  la  eccezione,  non  la  regola. 

La  tossina,  per  esplicare  la  sua  azione  nell'organismo,  deve  trovare 
speciali  gruppi  cellulari  predisposti.  Senza  la  predisposizione  indivi- 
duale non  possiamo  osservare  lo  attecchimento  dei  germi  infettivi  e 
la  intossicazione  che  segue  alla  loro  moltiplicazione.  Come  si  cono- 
scono organi  che  sono  predisposti  allo  attecchimento  di  speciali  mi- 
crorganismi infettivi,  così  conosciamo  tessuti,  i  quali  presentano  una 
speciale  recettività  per  le  tossine  elaborate  nell'organismo  dai  batteri 
patogeni. 

Quando  i  blastomiceti  patogeni  penetrano  nell'organismo,  dànno 
luogo  ad  una  infezione,  alla  quale  può  oppur  no  seguire  una  intos- 
sicazione, a  seconda  che  nell'organismo  vi  sono  oppur  no  gruppi  cel- 
lulari capaci  di  risentire  l'azione  della  tossina.  Nella  infezione  la  rea- 
zione da  parte  dei  tessuti  non  assume  la  entità  di  vera  neoplasia  e 
si  avvicina  al  reperto  anatomo-patologico  dei  tumori  infiammatori 
cronici.  Nella  intossicazione  invece  la  reazione  da  parte  dei  tessuti 
assume  la  entità  di  una  vera  neoplasia.  La  intossicazione  da  parte 
dei  blastomiceti  patogeni  può  avvenire  anche  per  la  moltiplicazione 
dei  parassiti  che  si  trovano  alla  superfìcie  delle  cute  e  delle  mucose, 
senza  che  avvenga  penetrazione  nello  interno  dell'organismo. 

Le  tossine  dei  blastomiceti  patogeni  sono  capaci  di  stimolare  so- 
lamente quei  limitati  gruppi  cellulari,  i  quali  si  trovano  in  speciali 
condizioni  di  predisposizione  o  recettività,  nella  stessa  guisa  che  nelle 
reazioni  digestive  gli  idrati  di  carbonio  stimolano  solamente  dati 
gruppi  cellulari  con  produzione  di  amilasi,  ptiaHna,  fermenti  specifici 
per  l'amido,  e  gli  albuminoidi,  a  loro  volta,  altri  gruppi  ghiandolari 
con  corrispondenti  fermenti  capaci  di  coagularli  e  discioglierli. 

La  predisposizione  degU  elementi  cellulari  all'azione  della  tossina 
dei  blastomiceti  patogeni  deve  essere  diversa  a  seconda  della  età  del- 
l'individuo. A  questo  modo  si  può  spiegare  la  frequenza  di  alcune 
varietà  di  tumori  nella  età  giovane  e  la  frequenza  di  altre  varietà 
nella  tarda  età.  È  ammesso  generalmente  dagli  oncologi  che  nella  età 
giovane  sono  frequenti  i  tumori  connettivali,  mentre  nella  tarda  età 
sono  più  frequenti  i  tumori  epiteliali. 

A  spiegare  la  struttura  dei  tumori  non  basta  considerare  l'azione 
della  tossina  che  modifica  il  biochimismo  insieme  con  la  forma 
e  la  funzione  degli  elementi  cellulari,  ma  bisogna  anche  tener  pre- 
sente la  reazione  da  parte  dell'organismo.  Molto  giustamente  os- 
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serva  il  V.  Hansmann  che  mentre  nelle  altre  branche  scientifiche  si 
è  abituati  ad  ordinare  in  uno  schema  i  dati  che  risultano  dalle  os- 
servazioni, nella  oncologia  lo  schematizzare  presenta  grandi  difficoltà, 
in  quanto  che  non  vi  sono  due  tumori  che  nello  aspetto  e  nel  loro 
decorso  si  comportino  in  modo  identico.  Gli  oncologi  hanno  avuto  il 
torto  di  non  considerare  il  tumore,  come  una  alterazione  patologica 
capace  di  provocare  una  reazione  da  parte  dell'organismo,  conside- 
rando i  tumori  maligni  come  processi  patologici  a  sè,  quasi  indipen- 
denti dall'organismo,  i  quali  si  sviluppano  da  un  limitato  numero  di 
elementi  cellulari,  alterati  nella  forma  e  nella  funzione,  senza  punto 
pensare  alla  influenza  che  l'organismo  può  esercitare  sulla  prolifera- 
zione di  queste  cellule  alterate.  Essi  quindi  hanno  con=iiderato  tutte 
le  proprietà  morfologiche  osservate  nelle  cellule  neoplastiche,  tutta  la 
struttura  dei  tumori,  come  risultato  delle  alterate  proprietà  cellalari, 
senza  minimamente  preoccuparsi  di  scindere  ciò  che  era  dovuto  alle 
nuove  proprietà  acquistate  dalle  cellule  alterate  dal  processo  patolo- 
gico da  ciò  che  era  espressione  del  processo  reattivo  esercitato  dal- 
l'organismo sulle  cellule  patologiche.  È  appunto  la  reazione  dell'orga- 
nismo, diversa  da  individuo  ad  individuo,  quella  che  rende  un  tumore 
diverso  dall'altro,  quella  che  dà  la  struttura  di  ogni  singolo  tumore. 

Il  lento  decorso  di  alcune  neoplasie  maligne,  le  estese  metamor- 
fosi regressive,  cui  le  cellule  neoplastiche  vanno  incontro,  il  mancato 
attecchimento  di  queste  cellule  emigrate  in  alcuni  organi  sono  tutti 
fatti  che  si  spiegano  con  una  considerevole  reazione  da  parte  dell'or- 
ganismo. 

Quando  invece  questa  reazione  è  debole,  allora  il  tumore  si  svi- 
luppa rapidamente,  rapidamente  infiltra  i  tessuti  sani  e  dà  metastasi, 
le  cellule  non  presentano  estese  metamorfosi  regressive,  nello  spazio 
di  pochi  mesi  il  paziente  va  incontro  alla  morte. 

La  reazione  da  parte  dell'organismo  è  in  rapporto  con  la  produ- 
zione di  anticorpi  specifici,  di  cui  noi  oggi  ne  conosciamo  due  in  base 
ai  risultati  delle  mie  ricerche,  quello  ad  azione  battericida,  destinato 
ad  annientare  la  vita  dei  parassiti,  trasformandoli  in  corpuscoli  fucsi- 
nofili,  quello  ad  azione  antitossica,  destinato  a  neutralizzare  la  tos- 
sina cho  rappresenta  lo  stimolo  proliferativo  delle  cellule  neoplastiche. 

Il  siero  battericida  ed  antitossico  inoculato  nell'individuo,  di  cui 
si  è  trattato  nel  presente  lavoro,  da  una  parte  ha  avuto  azione  sui 
parassiti  e  quindi  ha  arrestato  il  processo  infettivo,  dall'altra  ha  avuto 
azione  sugli  elementi  neoplastici  rimasti  in  sito  dopo  l'asportazione 
del  tumore  parotideo,  impedendo  finora  la  recidiva. 

Padova,  higlio  1910. 
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SPIEGAZIONE  DELLE  TAVOLE. 
Tavola  I. 

Eig.  1.  Sezione  del  tumore  del  testicolo.  Centro  neerobiotico  di  una  neofor- 
mazione infettiva,  circondato  da  tessuto  di  granulazione  con  cellule  giganti 
e  cellule  epitelioidi.  Oc.  4.  Ob.  C.  Zeiss. 

Fig.  2.  Sezione  dell'epididimo.  T^'el  connetiiivo  interstiziale  si  vedono  cellule 
giganti  in  mezzo  ad  un  tessuto  di  granulazione.  Oc.  4.  Ob.  A.  Zeiss. 

Tavola  II. 

Fig.  1.  Sezione  del  tumore  in  corrispondenza  della  l'egione  parotidea.  Ele- 
menti neoplastici  con  disposizione  in  parte  acinosa,  in  parte  tubulare. 
Oc.  4.  Ob.  C.  Zeiss. 

Fig.  2.  Neoformazione  infettiva  in  mezzo  al  tessuto  neoplastico  del  tumore 
parotideo.  La  neoformazione  infettiva  è  costituita  da  cellule  giganti  e  da 
cellule  epitelioidi.  Il  tessuto  neoplastico  presenta  gli  elementi  neoplastici 
con  disposizione  più  acinosa  che  tubulare.  Oc.  4.  Ob.  A.  Zeiss. 

Tavola  IIL 

Fig.  1.  Sezione  di  un  ganglio  linfatico  in  vicinanza  del  tumore  parotideo. 
jSTel  ganglio  linfatico  si  osservano  numerosi  elementi  neoplastici  con  dispo- 
sizione tubulare,  specialmente  verso  la  periferia.  Qua  e  là  nel  ganglio 
linfatico  si  vedono  cellule  giganti  circondate  da  cellule  epitelioidi,  espres- 
sione della  infezione  blastomicetica.  Oc.  4.  Ob.  A.  Zeiss. 

Fig.  2.  Sezione  della  parte  periferica  del  tumore  parotideo.  Ammassi  di  ele- 
menti neoplastici  con  disposizione  tubulare  infiltrano  il  tessuto  connettivo 
cellule-adiposo.  Oc.  4.  Ob.  A.  Zeiss. 
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Istituto  di  patologia  speciale  chirurgica  dimostrativa 
E  Clinica  chirurgica  propedéutica  della  R.  Università  di  Padova 

diretti  dal  prof.  D.  B.  Roncali 


DEMETRIO  B.  RONCALI. 

Studio  istologico  su  di  un  neoplasma  complesso  ce- 
rebrale e  considerazioni  generali  sui  vari  neo- 
plasmi complessi. 


La  neoformazione  cerebrale  della  quale  siamo  sul  punto  di  dare 
la  descrizione  istologica,  ci  sembra  meritevole  di  singolare  interesse 
per  la  grande  varietà  di  tessuti  esistenti  nella  sua  intima  compa- 
gine, riscontrandosi  a  un  tempo  i  rappresentanti  dei  tessuti  di  de- 
rivazione dell'  archistasto  e  del  mesenchima  ;  varietà  di  tessuti 
che  ci  ha  indotti  ad  includere  questa  neoformazione  nel  novero  di 
quei  carcinomi  complessi,  che  per  il  loro  meccanismo  istogenetico, 
riunimmo  sul  nostro  «  Trattato  dei  neoplasni  maligni  e  delle  infe- 
zioni chirurgiche  »  in  una  classe  a  sè,  in  quella  degli  archihla stome sen- 
chimomi  metaplastici.  Lo  studio  di  questa  neoformazione  però  è  altresì 
importante,  perchè  mentre  da  un  lato,  ci  offre  il  destro  di  fare  delle 
considerazioni  sopra  i  neoplasmi  complessi  in  generale,  aventi  per 
obbiettivo  di  lumeggiare  in  qualche  modo  l'oscurità  che  tuttora  re- 
gna sovrana  in  questo  capitolo  dell'Oncologia,  dando  a  tali  neoplasmi 
un  ordinamento  che  logicamente  armonizzi  colla  loro  istogenesi  più 
verosimile,  ci  consente  da  un  altro  lato,  di  provare  come  la  dottrina 
che  sostiene  l'etiologia  del  carcinoma  consecutiA'amente  a  infezione 
con  parassiti,  non  sia  punto  in  contraddizione  con  l'esistenza  di  un 
neoplasma  complesso  fosse  di  genesi  congenita  che  acquisita. 

Avanti  di  procedere  oltre  col  nostro  studio  e  sopratutto  per  non 
essere  costretti  a  oziose  ripetizioni,  essendo  convinti  per  espe- 
rienza propria  ed  altrui  della  genesi  infettiva  e  quindi  infiamma- 
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toria  dei  carcinomi  sieno  epiteliali  che  connettivali  o  epitelio-connet- 
tivali  a  suo  tempo  diciamo:  che  colle  parole,  azione  antigena  del 
quid  vivnm  fattore  efficiente  dei  carcinomi;  parassita  specifico;  fattore 
etiologico  del  carcinoma;  antigeno  specifico;  tossina  del  fattore  speci- 
fico dei  neoplasmi  maligni;  antigeno  del  parassita  specifico  del  car- 
cinoma; ecc.  ecc.;  che  nel  corso  del  lavoro  si  trovano  più  volte  ripetute 
noi  intendiamo  alludere  :  prevalentemente  se  non  esclusivamente  ai 
Blastomiceti,  la  cui  influenza  nella  genesi  dei  carcinomi  fu  speri- 
mentalmente dimostrata  da  Maffucci,  Sanfelice,  Roncali,  Leopold, 
Plimmer,  ecc.,  ed  alle  loro  tossine,  la  importanza  dello  quali  nella 
produzione  degli  stessi  carcinomi  oggi  è  nota  per  le  indagini  di 
Sanfelice  e  di  Galeotti  e  Pentimali. 

Ciò  premesso,  eccoci  alla  descrizione  del  caso.  Si  tratta  di  un 
neoplasma  che  si  era  estrinsecato  nel  lobo  frontale  destro  di  un  giova- 
ne di  17  anni,  il  quale  fu  da  noi  clinicamente  illustrato,  in  seguito  a 
gentile  concessione  del  prof.  Durante,  Direttore  della  Clinica  chirur- 
gica generale  dell'Università  di  Eoma  nelle  nostre  lezioni  di  Patologia 
e  Chirurgia  del  Sistema  nervoso  centrale  che  impartimmo  in  quello 
Istituto  a  titolo  privato  negli  anni  1898-99  e  1899-900.  L' individuo 
fu  operato  due  volte  dal  Durante  e  morì  in  seguito  alla  seconda 
recidiva  trascorsi  8  mesi  dall'intervento. 

La  rapidità  di  evoluzione  dei  neoplasmi  chirurgicamente  estir- 
pati e  del  neoplasma  rintracciato  alla  necroscopia,  a  nostro  credere 
è  possibile  in  un  certo  qual  modo  desumerla  dal  peso  dei  neoplasmi, 
messo  in  rapporto  col  tempo  interceduto,  fra  l'inizio  dei  sintomi  e 
la  rimozione  degli  stessi  nelle  due  volte  che  l'operazione  fu  praticata, 
e  fra  l'inizio  dei  sintomi  dopo  il  secondo  intervento  e  la  necroscopia. 
Ora  quando  fu  effettuata  la  prima  operazione,  il  tempo  che  era 
trascorso  fra  l'irrompere  dei  fenomeni  e  la  craniectomia  era  stato 
di  11  mesi,  e  in  questo  caso  fu  allontanata  una  neoformazione  del 
peso  di  70  gr.  oltre  a  numerosi  frammenti  del  peso  di  20  gr.,  in 
tutto  90  gr.  di  peso  complessivo  ;  mentre  quando  venne  praticata 
la  seconda  operazione,  il  tempo  interceduto  fra  lo  inizio  dei  sintomi 
e  la  resezione  cranica  era  stato  di  3  mesi  e  in  questa  seconda  con- 
tingenza venne  estirpata  una  neoformazione  in  frammenti  del  peso 
di  260  gr.  Trascorsi  8  mesi  da  questa  seconda  operazione  e  3  mesi 
dall'irrompere  dei  fenomeni  per  la  seconda  recidiva,  l'individuo 
mori,  e  alla  necroscopia  si  trovò  un  neoplasma  del  volume  di  un 
grosso  limone,  che  pesava  295  gr.  e  che  nell'emisfero  destro  occu- 
pava il  posto  dei  lobi  frontale,  perifrontale  e  temporo-sfenoidale, 
del  quale  ultimo  non  rimanevano  che  traccie. 
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Per  lo  studio  istologico  sono  stati  utilizzati,  tanto  i  neoplasmi  estir- 
pati nel  primo  e  nel  secondo  intervento  operatorio,  quanto  la  neo- 
formazione della  seconda  recidiva  rintracciata  alla  necroscopia. 

I  liquidi  fissatori  adoperati  sono  stati:  l'alcool  e  la  soluzione  sa- 
tura a  freddo  di  bicloruro  di  mercurio  per  i  frammenti  delle  neo- 
plasie enucleate  chirurgicamente;  ed  il  liquido  di  Miiller  per  la 
neoformazione  tolta  dal  cadavere.  La  quale,  aveva  la  dimensione  di 
un  grosso  limone  e  risultava  dell'unione  di  cinque  noduli,  tenuti 
assieme  da  tessuto  connettivo  fibroso.  La  maggior  parte  delle  in- 
clusioni è  stata  fatta  in  celloidina,  allo  scopo  di  evitare  l'alterazione 
degli  elementi  cellulari  per  azione  della  temperatura,  e  le  sezioni 
sono  state  tagliate  molto  ampie,  di  5  cm.  di  lunghezza  per  1  cm. 
a  3  cm.  di  larghezza,  all'obbiettivo  di  avere  dei  tagli  topografici  e 
poterci  così  agevolmente  orientare,  non  solo  intorno  alla  deriva- 
zione dei  singoli  elementi  istologici,  ma  altresì  intorno  alla  sede  ed 
agli  scambievoli  rapporti  intercedenti  fra  i  diversi  tessuti.  Le  so- 
stanze colorante  usate  sono  state  :  il  litio  carminio,  l'emateina,  lo 
emallume  e  l'ematossilina  nelle  varie  formolo,  per  la  sostanza  nu- 
cleare; l'arancio,  la  safranina  e  l'eosina,  per  il  protoplasma  e  per 
lo  stroma  e  l'ultima  altresì  per  la  degenerazione  ialina;  il  metodo 
di  Weigert  per  le  fibre  elastiche;  quello  di  Unna  per  le  cellule 
ipercromocitoplasmatiche  o  plasmatociti  ;  quello  di  Ramon  y  Cajal 
e  di  Yan  Grieson,  per  il  connettivo  e  quest'ultimo  altresì  per  la  de- 
generazione ialina  delle  pareti  vasali  e  delle  fibre  connettivali:  il 
metodo  di  Weigert-Pal,  per  rilevare  l'esistenza  delle  fibre  ner- 
vose neoformate,  se  mai  ci  fossero  state,  nei  tessuti  propri  del 
neoplasma;  e  finalmente*,  il  metodo  di  Nissl,  per  accertarci  se  certe 
determinate  forme  cellulari,  che  hanno  grande  analogia  cogli  ele- 
menti nervosi  e  particolarmente  colle  grandi  cellule  piramidali,  po- 
tessero essere  considerate  come  cellule  ganglionari  atipiche  e  per 
conseguenza  derivazione  degli  elementi  nervosi  preesistenti. 

Sezioni  ampie  dei  neoplasmi  asportati  chirurgicamente  e  di  quello 
tolto  dal  cadavere,  prese  da  punti  nei  quali  la  neoformazione  era 
limitrofa  al  tessuto  cerebrale  macroscopicamente  normale,  allo  scopo 
di  renderci  edotti  della  topografia  dei  tessuti,  ci  fanno  rilevare: 
primo,  che  le  neoformazioni  sono  costituite  da  tessuti  differentis- 
simi,  fibromatoso,  angiomatoso,  sarcomatoso,  endoteliale,  mixoma- 
toso  e  prevalentemente  gliomatoso,  identici  in  tutti  e  tre  i  neo- 
plasmi, fatta  eccezione  del  tessuto  endoteliale  che  esiste  soltanto 
nei  neoplasma  estirpato  chirurgicamente  la  prima  volta,  e  risultanti 
di  elementi  cellulari  di  uno  straordinario  pleomorfismo,  specialmente 
quelli  che  costituiscono  il  tessuto  gliomatoso  ;  secondo,  che  in  quest- 
neoplasmi  si  riconoscono  tre  zone:  una,  centrale  degenerativa  o  nei 
erotica  molto  vasta;  l'altra,  intermedia  o  neoplastica  propriamente 
detta,  assai  più  vasta  della  prima;  ed  una  terza  periferica,  limitrofa 
al  tessuto  cerebrale  macroscopicamente  fisiologico,  meno  vasta  delle 
precedenti,  o  zona  di  accrescimento,  o  invadente,  o  evolutiva;  terzo 
finalmente,  che  nel  tessuto  cerebrale  macroscopicamente  fisiologico 
limitrofo  al  tessuto  neoplastico,  si  rilevano  importantissime  altera- 
zioni e  modificazioni  nell'  intima  tessitura,  interessanti  in  sommo 
grado  per  lo  studio  dell'istogenesi  delle  neoformazioni  in  parola,  e 
consistenti  nelle  varie  metamorfosi  cui  è  andato  incontro  il  tessuto 
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della  nevroglia,  per  giungere  a  quella  straordinaria  yarietà  di  ele- 
menti gliomatosi  e  particolarmente  a  quelle  forme  cellulari  iper- 
megaliche  od  ultraipertrofiche  mononucleate  e  polinucleate,  il  cui 
pleomorfismo,  specialmente  nucleare,  è  così  enorme,  che  non  ri  è 
cellula  che  abbia  il  nucleo  simile  a  quello  dell'altra. 

All'obbiettivo  di  rendere  più  accessibile  questo  studio  istologico, 
diremo  separatamente,  delle  3one  degenerativa  o  necrotica;  pleo- 
morfa  o  neoplastica  propriamente  detta  e  della  invadente  od  evolutiva. 

La  sona  degenerativa  o  necrotica  occupa  a  un  dipresso,  nei  tre 
neoplasmi,  poco  meno  della  metà  dei  tessuti  totali  rispettivi,  inte- 
ressandone la  porzione  centrale  e  costituendo  come  un  enorme  nu- 
cleo. La  ragione  di  così  vasta  zona  necrotica  va  prevalentemente 
ricercata  :  nelF  enorme  sviluppo  vasaio,  nelle  numerose  trombosi 
vasali,  nella  degenerazione  ialina  delle  pareti  dei  vasi,  non  che 
nelle  notevoli  emorragie  che  la  trombosi  e  i  fatti  degenerativi  delle 
pareti  hanno  provocato.  I  vasi,  infatti,  tanto  arteriosi  come  venosi 
e  particolarmente  capillari  sono  numerosissimi,  a  lume  amplissimo 
e  non  sempre  eguale  in  tutto  il  tragitto,  tanto  che  numerosi  vasi 
offrono  qua  e  là  delle  ectasie,  in  forma  di  sacculazioni  che  in  se- 
zione appaiono  come  vere  lacune.  Le  pareti  tanto  delle  vene  quanto 
delle  arterie,  nelle  sezioni  colorate  con  em&tossilina  e  poscia  trat- 
tate con  miscela  di  fuxina  acida  e  di  acido  picrico  in  soluzione 
acquosa,  presentano  evidenti  segni  di  degenerazione  ialina.  Mostrano 
infatti  una  tonalità  di  un  rosso  intenso,  ma  meno  brillante  di  quella 
delle  pareti  vasali  non  prese  dalla  degenerazione,  ed  appaiono  ispe- 
site  a  tal  segno  che  alcuni  capillari  presentano  un  ingrossamento 
parietale  addirittura  sproporzionato  all'  importanza  del  vaso.  Nella 
grande  maggioranza  dei  grossi  e  medi  vasi  arteriosi  e  venosi,  la 
degenerazione  ha  colpito  tutte  e  tre  le  tuniche  perchè  nelle  sezioni 
orizzontali  od  obblique,  non  si  riesce  a  rilevare  alcun  segno  che 
differenzi  l'una  tunica  dall'altra  ;  ma  l'intiera  parete  vasaio,  in  forma 
di  anello  rotondo  od  ovoidale,  appare  colorata  omogeneamente  in 
rosso  intenso,  senza  differenziazione  di  sorta. 

I  vasi  sono  pieni  di  sangue  e  alcuni  hanno  il  lume  occupato  da 
un  trombo.  Molti  rappresentano  il  centro  di  emorragie  di  varia  en- 
tità, alle  quali,  come  abbiamo  detto,  noi  prevalentemente  ascriviamo 
la  ragione  delle  vaste  degenerazioni  e  necrosi  che  esistono  in  questi 
neoplasmi;  in  parecchi  vasi  le  pareti  sono  scontinuate  e  circondate 
da  un  enorme  accumulo  di  elementi  che  le  avviluppano  a  guisa  di 
manicotto.  A  forte  ingrandimento  si  riconosce  che  gli  elementi,  che 
cingono  da  ogni  lato  la  parete  vasaio,  sono  rappresentati  da  cor- 
puscoli bianchi  e  rossi  nelle  varie  fasi  della  regressione,  che  si  in- 
filtrano in  mezzo  al  tessuto  neoplastico,  il  quale  appare,  perciò, 
succolento  e  con  le  cellule  in  preda  al  rigonfiamento  idropico  del 
protoplasma  e  al  disfacimento  del  nucleo,  per  cromatolisi  e  per  ca- 
rioressi,  o  alla  distruzione  completa  dello  stesso,  per  fuoriuscita  dal 
protoplasma  cellulare  o  per  acromatosi  così  intensa,  che  il  nucleo 
diventa  completamente  invisibile,  pur  rimanendo  compreso  nel  ci- 
toplasma. 

Interessantissimi  sono  i  deterioramenti  che  nei  vari  tessuti,  e 
particolarmente  in  quelli  della  nevroglia,  si  rilevano  in  causa  di 
queste  emorragie.  Nella  nevroglia  a  nuclei  gliari  e  a  fibrille  o  a 
tipo  Eanvier-Weigert  si  trova,  che  il  sangue  stravasato  ha  distrutto 
completamente  i  nuclei  gliari  lasciando  uno  scheletro  di  tessuto  for- 
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mato  unicamente  da  fibrille,  le  quali,  mentre  conservano  il  loro 
intreccio  reticoliforme,  nelle  cui  maglie  si  scorgono  elementi  privi 
di  nucleo  o  i  resti  delle  cellule  gliomatose,  sotto  forma  di  informe 
detrito  protoplasmatico  e  nucleare,  appaiono  rigonfiate  ed  edemiz- 
zate  e  in  vari  punti  scontinuate.  Nella  nevroglia  a  cellule  sinci- 
ziali, dove  gli  elementi  a  nucleo  e  a  protoplasma  voluminosissimi 
posseggono  prolungamenti  corti  e  grossi  che  si  uniscono  con  quelli 
delle  cellule  vicine,  in  mo  lo  da  aversi  così  un  tessuto  che  per  la 
sua  morfologia  istologica  ricordi  il  tessuto  degli  Spongiari,  lo  stra- 
vaso emorragico  ha  edemizzato  cosi  fortemente  il  nucleo  ed  il  pro- 
toplasma cellulare,  che  da  queste  cellule  è  sparita  ogni  tessitura,  ed 
il  tessuto  si  è  trasformato  in  un  ammasso  che  ricorda  la  struttura 
di  un  alveare.  Infatti,  per  il  rigonfiamento  i  prolangamenti  di  una 
cellula  accrescono  le  loro  connessioni  con  quelli  delle  cellule  limi- 
trofe e  si  ottiene  così  l'aspetto  di  un  tessuto  gelatinoso  che  ricorda 
da  lontano  la  sezione  di  un  alveare  o  di  una  spugna. 

La  sostanza  cromatica  è  sparita  ed  il  protoplasma  coll'eosina 
prende  quella  particolare  tonalità  che  depone  in  favore  di  una  de- 
generazione ialina  del  citoplasma. 

Nella  nevroglia  a  cellule  pleomorfe  povera  di  fibrille  e  ricchis- 
eima  di  elementi  cellulari,  variabilissimi  nell'aspetto  e  nella  dimen- 
sione, lo  stravaso  sanguigno  ha  determinato  tali  e  tante  alterazioni, 
che  la  descrizione  particolareggiata  dei  vari  aspetti  assunti  dal  pro- 
toplasma e  dal  carioplasma  non  è  possibile  che  per  sommi  capi. 
Infatti,  in  alcune  cellule,  il  protoplasma  appare  rigonfiato  ed  omo- 
geneizzato e  intensamente  colorato  ed  il  nucleoplasma  appena  visi- 
bile o  invisibile  del  tutto;  inoltre,  il  citoplasma  contiene  nell'interno 
vescicole  o  bolle  di  varia  dimensione,  che  i  reattivi  coloranti  non 
tingono  affatto,  ciò  che  è  una  prova  in  favore  di  una  degenera- 
zione vacuolare  acquosa  di  questo  protoplasma,  ed  il  nucleo  si  vede 
raggrinzato,  spinto  alla  periferia  della  cellula  e  poco  colorato  ;  in  altre 
cellule  il  protoplasma  appare  grossolanamente  granuloso  e  molto 
ipertrofico  ed  il  nucleo  in  preda  all'ipertrofia  degenerativa  od  al- 
l'ipercromatosi;  in  altre  cellule  finalmente,  e  ciò  è  molto  evidente 
in  quei  particolari  elementi  che  per  la  dimensione  del  carioplasma 
e  del  nucleoplasma  abbiamo  chiamato  cellule  ipermegaliche  od  ultra- 
ipertrofiche, il  citoplasma  presenta  tutti  i  caratteri  della  degenera- 
zione ialina  o  vitrea,  il  che  si  desuine  dalla  particolare  tonalità 
rosso-mattone  assunta  con  l'eosina  o  con  la  miscela  di  Van  Gieson, 
mentre  il  carioplasma  presenta  le  varie  forme  della  degenerazione 
cromatolitica,  cromatoressica,  ipocromatica,  acromatica,  ipercromatica 
e  picnotica. 

Nella  zona  degenerativa  in  ultimo,  la  necrosi  del  tessuto  e  la  ne- 
crobiosi degli  elementi,  si  vedono  in  certi  punti  spinte  all'estremo, 
tanto  che  in  questa  località  non  si  rileva  altro,  come  ultimi  resti 
del  citoplasma  e  del  nucleoplasma,  che  minutissimo  detrito,  costi- 
tuito prevalentemente  da  resti  nucleari,  sospeso  in  una  sostanza  di 
aspetto  poltaceo,  derivata  molto  probabilmente  dalla  dissoluzione  del 
protoplasma  cellulare  sotto  forma  di  degenerazione  colliquativa, 
molto  verosimilmente,  per  azione  dello  stravaso  sanguigno.  Questa 
forma  di  distruzione  colliquativa  del  citoplasma  è  molto  evidente 
nelle  aree  costituite  da  tessuto  endoteliale  e  sarcomatoso  ;  mentre  in 
quelle  formate  da  tessuto  fibroso  ed  angiomatoso  la  forma  degene- 
rativa rilevata  è  la  ialina  o  vitrea. 
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La  sona  pleomorfa  o  moplastìca  propriamente  detta  ha  un'esten- 
sione maggiore  delia  degenerativa.  Le  si  è  dato  il  nome  di  pleo- 
morfa, in  omaggio  alla  grande  varietà  di  forme  cellulari  che  con- 
tiene, e  di  neoplastica  propriamente  detta,  perchè  in  essa  si  trovano 
tutti  i  vari  tessuti  dai  quali  risulta  formata  l'architettura  istologica 
di  questi  neoplasmi  complessi.  Questi  diversi  tessuti  formano  aree 
variamente  esteae,  scaglionate  qua  e  là  in  mezzo  al  tessuto  glio- 
matoso,  che  è  in  prevalenza,  il  quale  è  costituito  dall'associazione 
delle  diverse  forme  di  nevroglia  patologica.  Tali  aree  sono  formate, 
oltre  che  dal  tessuto  glioinatoso,  altresì  dai  tessuti  fibromatoso,  angio- 
matoso,  endoteliale,  sarcomatoso  e  mixomatoso. 

Il  tessuto  flbromatoso  risulta  di  numerose  aree  di  connettivo  pro- 
priamente detto  di  aspetto  differente,  ma  prevalentemente  fasciolato, 
che  per  l'estensione  loro,  singolarmente  in  certi  punti,  ove  non  si 
sapesse  che  sono  parte  integrante  di  un  neoplasma  complesso  dei 
centri  nervosi,  desterebbero  la  impressione  che  si  ha  a  che  fare 
con  un  fibroma  puro.  Il  tessuto  connettivo  si  presenta  sotto  aspetti 
diversi,  a  seconda  che  compie  l'ufficio  di  capsula,  di  stroma,  o  di 
parenchima,  ed  a  seconda  che  è  evoluto  oppure  no.  La  prolifera- 
zione connettivale  si  è  avuta  contemporaneamente  all'esordire  di 
quella  nevroglica  e  in  certe  località  sviluppandosi  a  tal  segno,  da 
trasformare  un  glioma  sorto  infiltrante,  in  fibroso. 

Lo  sviluppo  del  connettivo  è  proceduto  non  solo  pari  passu  con 
quello  dei  vari  tessuti  formanti  questo  neoplasma,  ma  è  andato 
tanto  oltre  da  incapsulare  non  solo  in  gran  parte  la  progrediente 
neoformazione,  ma  eziandio  da  dare  luogo  alla  formazione  di  vaste 
aree  di  tessuto  connettivo  nel  quale  le  fibrocellule  appaiono  con- 
torte, variamente  orientate  e  disposte  a  vortici  come  si  verifica  nel 
fibroma  puro,  assumendo  cosi  la  dignità  di  tessuto  parenchimale,  e 
venendo  così  a  formare  una  nuova  varietà  di  tessuto  dei  molti  che 
costituiscono  questi  archiblastomesenchimomi.  Tale  tessuto  connet- 
tivo infatti,  mentre  nelle  porzioni  periferiche  del  neoplasma  ed 
anche  nella  zona  degenerativa,  in  corrispondenza  delle  vaste  aree  ne- 
crotiche, ha  funzione  ed  aspetto  di  vera  capsula,  cessa  di  avere 
questo  aspetto  per  assumere  quello  di  parenchima  o  parte  specifica 
della  neoplasia  in  certe  località  della  zona  polimorfa  o  neoplastica 
propriamente  detta. 

In  questa  zona  si  presenta  sotto  tre  sembianze  differenti:  o  di 
aree  di  tessuto  fibroso  poco  compatto,  ricche  di  nuclei,  i  cui  fasci 
sono  diretti  in  ogni  senso,  conferendo  così  al  tessuto  un  aspetto  re- 
ticolato, nelle  cui  maglie  sono  annidati  numerosi  elementi,  aree  le 
quali  rappresentano  il  tessuto  stromatico  e  sono  in  diretta  comuni- 
cazione col  tessuto  fibroso  costituente  la  capsula;  o  di  aree  di  tes- 
suto fibroso  costituite  dove  da  fibrocellule  ricchissime  di  nuclei  al- 
lungati e  fusati  che  ricordano  la  forma  degli  elementi  del  sarcoma 
fusocellulare,  tessuto  fibroso  che  per  il  modo  di  disporsi  ricorda  i 
tessuti  dal  fibroma;  o  finalmente  di  aree  di  tessuto  fibroso  anche 
esso  ricco  di  nuclei  cingente  piccole  aree  di  tessuto  gliomatoso  nei 
vari  stadi  dell'involuzione,  aree  che  sono  limitrofe  alla  zona  dege- 
nerativa o  si  contengono  in  essa. 

A  forte  ingrandimento,  guardando  separatamente  ciascuna  di 
queste  aree,  si  trova:  che  il  tessuto  fibroso  che  le  compone,  è  un 
connettivo  nei  differenti  periodi  della  sua  evoluzione,  e  che  per  il 
suo  modo  di  diportarsi,  specialmente  di  fronte  agli  elementi  singo- 
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larmente  gliomatosi  e  sarcomatosi,  non  può  essergli  conferito  altro 
significato  biologico,  all'infuori  di  quello  di  un  tentativo  di  rea- 
zione dell'organismo  contro  la  progrediente  neoplasia. 

Procedendo  infatti,  dalla  zona  che  abbiamo  chiamata  iniziale,  alla 
polimorfa,  si  vedono  avanzare  dalla  capsula  numerosi  fasci  di  con- 
nettivo fibrillare  che  si  dirigono  in  ogni  senso,  forniti  di  nuclei  stretti 
ed  allungati.  Questi  fasci,  ed  anche  delle  fibre  isolate,  si  insinuano 
fra  le  cellule  neoplastiche,  si  dirigono  in  tutti  i  sensi  e  poscia,  ana- 
stomizzandosi,  generano  tessuto  connettivo  fibrillare  molto  ricco  di 
nuclei  a  disposizione  reticolata,  e  con  maglie  di  varia  dimensione, 
nel  cui  interno  sono  annidati  numerosi  elementi  cellulari,  alcuni 
in  ^ia  di  evoluzione,  altri  in  via  di  involuzione,  la  maggior  parte 
dei  quali  si  riconosce  essere  di  natura  leucocitaria  e  avventiziale. 

Si  nota,  inoltre,  che  accanto  a  quei  fasci  fibrosi  che  dal  connet- 
tivo capsulare  si  dirigono  insinuandosi  framezzo  alle  cellule  della 
zona  polimorfa,  vi  sono  altri  fasci  di  connettivo  provenienti  dalla 
giustaposizione  di  giovanissime  fibrille  derivate  dalla  metamorfosi 
degli  elementi  avventiziali  di  provenienza  della  parete  vasaio  e 
dalla  incessante  trasformazione  degli  elementi  mesodermali  mobili, 
in  fibrille  connettivali. 

La  derivazione  di  tali  fibrille  dalle  cellule  avventiziali  della  pa- 
rete vasale  e  dai  leucociti,  la  possiamo  desumere  dai  fatti  seguenti: 
in  quanto  alla  provenienza  dalle  cellule  avventiziali  si  è  veduto, 
che  moltissimi  dei  vasi  esistenti  nei  punti  ove  questi  fasci  di  con- 
nettivo giovane  abbondano,  mostrano  le  loro  pareti  circondate  da 
numerosissimi  nuclei,  disposti  in  modo  da  costituire  attorno  al  vaso 
come  un'irregolare  guaina  nucleare,  nuclei  stretti  ed  allungati  e 
identici  a  quelli  delle  giovani  fibrille  di  connettivo  esistenti  in  pros- 
simità del  vaso  ed  ai  nuclei  delle  fibrille  connettivali  derivate  in- 
dubbiamente dalla  metamorfosi  leucocitaria  ;  e  che  in  quanto  alla 
provenienza  dagli  elementi  mesodermali  mobili  si  è  constatato,  che 
quei  leucociti  che  non  compiono  l'ufficio  fagocitarlo,  disgregando  o 
le  gigantocellule,  ovvero  caricandosi  di  frammenti  di  elementi  cel- 
lulari disfatti,  o  di  corpuscoli  rossi  alterati,  o  di  sostanza  colorante 
del  sangue,  ecc.,  tali  leucociti  si  sono  metamorfosati  nel  nucleo  e 
nel  corpo  cellulare,  trasformandosi  in  fibrille  di  giovane  connettivo. 
Tali  fibrille  poi,  unitamente  a  quelle  derivate  dalla  metamorfosi 
delle  cellule  avventiziali,  a  loro  volta  costituiscono  fasci  di  connet- 
tivo molto  ricchi  di  nuclei  allungati  e  stretti,  che  si  tingono  piìi  o 
meno  intensamente  coi  vari  reattivi  nucleari;  fasci,  i  quali  ingros- 
sandosi sempre  più  per  nuove  fibre  di  connettivo  che  ad  essi  conti- 
nuamente si  addossano,  ed  insinuandosi  fra  gli  elementi  nevroglici 
e  sarcomatosi,  strozzano  questi  elementi  e  determinandone  la  distru- 
zione per  atrofia  da  compressione  o  per  disfacimento  del  citoplasma 
e  del  nucleoplasma  si  sostituiscono  completamente  a  questi  elementi 
specifici  della  neoplasia,  costituendo  in  ultimo  estese  aree  di  fibrocel- 
lule  connettivali,  ricchissime  di  nuclei,  le  quali  generano  quei  tratti 
di  tessuto  connettivo  fibroso  molto  denso  e  compatto,  tratti  che  pos- 
seggono, come  abbiamo  detto,  una  tessitura  analoga  a  quella  dei  fi- 
bromi genuini  e  che  rappresentano  l'ultimo  stadio  della  sostituzione 
fibrosa  degli  elementi  specifici  dei  neoplasmi  in  esame,  da  parte  del 
tessuto  connettivo.  Noi  abbiamo  dunque  che  nella  zona  polimorfa  le 
aree  di  tessuto  fibroso  denso  e  compatto,  poverissimo  di  nuclei  o 
sprovvisto  addirittura,  non  sono  altro  che  le  aree  di  tessuto  fibroso 


40 


meno  compatto  e  ricchissimo  di  nuclei,  descritte  avanti;  le  quali, 
dopo  essersi  sostituite  alle  cellule  specifiche  dei  neoplasmi,  per  la 
mancata  irrorazione  sanguigna  ed  anche  per  l'età,  si  sono  trasfor- 
mate in  quelle  aree  formate  da  tessuto  costituito  da  fasci  fibrosi 
densi  e  sclerotizzati,  che  ricordano  benissimo  i  tessuti  del  fi- 
broma duro. 

Il  tessuto  angioniatoso  è  dato  da  aree  di  piccola  estensione,  se 
messe  a  confronto  con  quelle  degli  altri  tessuti,  incuneate  nel  centro 
delle  aree  del  tessuto  nevroglico  e  in  quelle  località  dove  la  neo- 
formazione gliomatosa  appare  in  una  fase  involutiva  per  rammol- 
limento idropico.  L'esistenza  di  questo  tessuto,  dunque,  non  può 
essere  stimata  coeva  a  quella  del  gliomatoso,  e  il  tessuto  angio- 
matoso  perciò  non  può  altrimenti  risguardarsi  che  quale  processo 
di  sostituzione. 

Questo  tessuto  ha  l'aspetto  di  spazi  lacunari,  di  varia  forma 
e  dimensione,  da  cui  si  dipartono  numerosi  cordoni  formati  da  una 

0  più  cellule  endoteliali  a  protoplasma  ed  a  nucleo  molto  lunghi, 

1  quali,  dirigendosi  in  ogni  senso,  s'intrecciano  fra  loro  e  formano: 
o  nuovi  spazi  lacunari  eguali  a  quelli  di  cui  derivano  ;  o  si  risol- 
vono in  una  rete  di  sottilissimi  capillari,  dalla  quale  poi  si  stac- 
cano vari  gettoni  protoplasmatici  in  forma  di  filamenti  di  lunghezza 
e  spessore  vari,  anche  essi  forniti  di  nuclei  allungati  e  sottili  e 
intensamente  colorati,  gettoni  protopiasmatici,  che  in  forma  di  fila- 
menti o  di  anse,  dopo  essersi  insinuati  in  mezzo  al  tessuto  nevi-o- 
glico  rammollito,  si  canalizzano. 

&li  spazi  lacunari,  il  cui  lume  è  riempito  di  elementi  normali 
del  sangue,  hanno  le  pareti  rivestite  da  un  unico  strato  di  cellule 
endoteliali,  e  sono  separati  da  sepimentazioni  di  connettivo  molto 
ricco  di  nuclei  fusati,  le  quali  sono  tanto  più  spesse,  quanto  più 
gli  spazi  lacunari  distano  l'uno  dall'altro.  In  breve,  l'aspetto  del 
tessuto  angiomatoso  mostra  la  tessitura  istologica  di  quelle  parti- 
colari neoformazioni  vasali,  che  i  Patologi  distinguono  col  nome 
di  emangioma  cavernoso. 

Grli  endoteli  che  formano  le  pareti  degli  spazi  lacunari,  e  quelli 
che  costituiscono  le  pareti  dei  capillari,  appaiono  ipertrofici,  pre- 
sentando cioè  un  nucleo  grosso  ovoidale,  che  si  tinge  intensamente 
coi  colori  nucleari  e  nel  quale  si  riesce  a  riconoscere,  particolar- 
mente nelle  sezioni  colorate  coll'ematossilina  e  coll'emateina,  un 
delicatissimo  reticolo,  nelle  cui  maglie  esistono  uno  o  più  blocchetti 
di  cromatina,  che,  per  la  colorazione  più  intensa,  fanno  nettis- 
simo risalto  sul  rimanente  del  nucleo  tinto  in  modo  quasi  diffuso  ; 
non  che  un  corpo  protoplasmatico  di  forma  fusata,  di  grandi  dimen- 
sioni e  granuloso. 

Dall'endotelio,  tappezzante  gli  spazi  lacunari,  si  formano  nume- 
rose cellule,  a  corpo  fusato  e  terminanti  in  uno  o  in  due  prolun- 
gamenti retti  o  piegati  ad  arco  di  cerchio,  le  quali  staccandosi 
dalla  matrice  si  insinuano  fra  le  fibrillo  connettivali  costituenti  le 
sepimentazioni  e  si  avanzano  in  tutte  le  direzioni:  sia  per  impian- 
tarsi sulla  superficie  di  anse  e  prolungamenti  protoplasmatici,  ri- 
sultanti dall'unione  l'una  all'altra  di  numerose  cellule  endoteliali; 
sia  per  disporsi  in  serie  l'una  accanto  all'altra  ed  assumere  l'aspetto 
di  cordoni,  i  quali,  canalizzandosi  ed  insinuandosi  in  mezzo  al  tes- 
suto nevroglico  colpito  da  necrosi,  dànno  origine  ad  un  A^aso  capil- 
lare. Le  anse  e  i  filamenti  protoplasmatici,  canalizzandosi  alla  loro 
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volta,  fra  loro  intrecciandosi  e  prendendo  rapporti  di  anastomosi, 
generano  quel  reticolo  capillare,  che  si  osserva  nelle  parti  perife- 
riche di  questo  tessuto  angiomatoso.  Si  nota  finalmente  che  da 
questo  reticolo  capillare  neoformato  si  dipartono  numerose  anse  e 
cordoni  cellulari  che  vanno  a  insinuarsi  in  mezzo  ai  cordoni  ne- 
voglici  colpiti  da  necrosi  totale  idropica,  ovvero  in  mezzo  al  tes- 
suto connettivo  fibrillare  e  dopo  essersi  intrecciati  e  diretti  in  ogni 
senso,  contribuire  così  all'accrescimento  della  parte  angiomatosa. 
Sembra  dunque  che  siamo  di  fronte  a  un  emangioma  capillare,  il 
che  desumiamo  dal  fatto,  che  tanto  i  vasi,  quanto  gli  spazi  locanali 
hanno  pareti  costituite  da  solo  endotelio,  il  quale  nelle  parti  cen- 
trali ha  assunto  l'aspetto  dell'emangioma  cavernoso. 

11  tessuto  endoteliale  consta  di  tre  aree  estese  che  trovansi  uni- 
camente nel  neoplasma  primo  estirpato.  Queste  aree  sono  formate 
da  cellule  molto  grosse  a  citoplasma  sferico  o  poligonale,  non  troppo 
grande  in  rapporto  alla  dimensione  del  carioplasma,  nel  cui  interno 
esiste  un  nucleo  rotondo,  eccezionalmente  ovoidale,  di  grandi  di- 
mensioni, contenente  uno  o  più  blocchetti  di  cromatina,  i  quali, 
coll'ematossilina  coll'emateina  e  col  carminio,  si  tingono  meno  in- 
tensamente del  reticolo  cromatico.  Tali  cellule  hanno  una  disposi- 
zione seriale  una  accanto  all'altra,  formando  così  numerosi  cordoni 
con  interposta  pochissima  sostanza  interelementare,  i  quali,  in  certi 
punti,  premendosi  e  addossandosi  l'uno  all'altro,  costituiscono  ampie 
estensioni  di  tessuto  dove  gli  elementi  cellulari  offrono  l'aspetto  di 
un  mosaico.  Questi  cordoni  isolati,  o  addossati  l'uno  all'altro  e  for- 
manti un  tessuto  a  mosaico,  si  trovano  in  quelle  località,  ove  il 
tessuto  connettivo  costituente  lo  stroma  è  dato  unicamente  da  sot- 
tilissimi faccetti  di  connettivo  fibrillare.  Le  cellule  componenti  i 
cordoni  e  il  tessuto  a  mosaico  sono  mantenute  cementate  fra  loro 
la  mercè  di  una  sostanza  interelementare,  interposta  fra  cellula  e 
cellula  e  più  rinfrangente  del  protoplasma  delle  singole  cellule, 
mentre  i  cordoni,  come  abbiamo  detto,  sono  fra  loro  separati  da 
uno  stroma  composto  di  sottilissimi  fasci  di  connettivo  fibrillare, 
dove  poco,  dove  molto  ricco  di  nuclei. 

Là  dove  esiste  abbondante  tessuto  connettivo  fibroso,  la  disposi- 
zione delle  cellule,  più  che  a  cordoni  od  a  mosaico,  è  alveolare. 
Dal  connettivo  fibroso,  pochissimo  ricco  di  nuclei  o  del  tutto  privo, 
il  quale  cinge  da  ogni  lato,  a  mo'  di  capsula,  il  tessuto  endoteliale. 
partono  numerosi  fasci,  i  quali,  dirigendosi  verso  le  parti  centrali, 
s'insinuano  fra  le  cellule  endoteliali  dividendo  l'intiera  neoforma- 
zione in  settori  di  varia  dimensione.  La  disposizione  delle  cellule 
nell'interno  di  questi  settori  è  diversa;  poiché  dentro  alcuni  sono 
disposte  a  cordone  o  a  mosaico,  senza  che  il  connettivo  che  forma 
il  settore  s'infiltri  fra  cordone  e  cordone,  oppure  fra  cellula  e  cel- 
lula; mentre  in  altri  il  tessuto  neoplastico  assume  l'aspetto  alveo- 
lare, poiché  il  connettivo  che  forma  il  settore  non  si  limita,  come 
nel  primo  caso,  a  cingere  semplicemente  da  ogni  parte  le  masse 
cellulari  disposte  a  cordone  o  a  mosaico,  ma  si  insinua  fra  gruppi 
di  cellule,  che  separa  dagli  altri,  formando  cosi  l'alveolo.  Si  vedono 
in  tal  guisa,  da  alcune  travate  connettivali  che  limitano  uno  o  più 
settori  cellulari,  dipartirsi  in  direzione  del  centro  del  settore  nume- 
rosi fasci  di  connettivo,  le  cui  fibrille  si  insinuano  fra  le  cellule  neo- 
plastiche e  dirigendosi  in  tutti  i  sensi,  formare  un  reticolo  a  maglie 
ampie  e  disuguali,  nelle  quali  sono  annidate  le  cellule  endoteliali. 
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Talvolta  dai  fasci  di  connettivo,  dal  cui  incrocio  risultano  gli 
alveoli,  si  staccano  numerosissime  fibrille,  le  quali,  intromettendosi 
nell'interno  dell'alveolo  e  interponendosi  fra  gruppi  di  cellule,  op- 
pure fra  cellula  e  cellula,  formano  una  delicatissima  rete  che  serve 
di  sostegno  agli  elementi  endoteliali  contenuti  nell'interno  degli 
alveoli.  I  capillari  sanguigni  sono  numerosi  e  la  maggior  parte  ha 
la  sua  sede  fra  i  fasci  di  connettivo  che  formano  le  intravature 
limitanti  i  singoli  settori  e  gli  alveoli.  Spesso  si  incontrano  capil- 
lari in  mezzo  agli  elementi  degli  spazi  alveolari;  in  questo  caso,  il 
più  delle  volte,  seguono  il  decorso  delle  fibrille  connettive  che  ab- 
biamo detto  costituire  il  reticolo  intralveolare.  In  alcuni  settori  le 
cellule  appaiono  completamente  scolorate  col  nucleo  pallidissimo  o 
prive  del  tutto  di  nucleo,  causa  l'avanzata  necrosi  idropica  cui  sono 
andate  incontro  in  seguito  a  rammollimento  in  massa  per  trombosi 
V  asale. 

Grli  elementi,  che  formano  la  porzione  endoteliale,  abbiamo  detto 
che  meritano  una  particolare  attenzione,  singolarmente  per  la  di- 
mensione del  corpo  cellulare  e  per  le  particolarità  che  offrono  a 
considerare  i  loro  nuclei. 

Essi  hanno  un  protoplasma  molto  voluminoso,  di  forma  rotonda, 
od  ovale,  ed  anche  poligonale.  La  forma  poligonale  la  si  osserva 
soltanto  negli  elementi  che  dànno  origine  a  quelle  aree  di  tessuto 
disposto  a  mosaico,  fatto  che  non  può  dipendere  da  altro  se  non 
che  dalla  pressione  che  esercitano  l'uua  sull'altra  le  singole  cellule, 
le  quali  non  hanno  interposto  un  reticolo  connettivale  che  fa  da 
sostegno,  ma  soltanto  una  sostanza  intercellulare,  la  quale  compie 
l'ufficio  di  tessuto  cementante.  Il  protoplasma  è  granuloso,  varie 
cellule  l'hanno  vacuolizzato,  altre  sembra  che  si  trovino  in  uno 
stato  di  rigonfiamento  idropico. 

Il  nucleo  è  molto  grosso,  prevalentemente  rotondo,  ma  vi  sono 
anche  nuclei  ovoidali  e  reniformi,  nel  quale  si  scorgono  chiaris- 
sime :  l' anfipirenina  alquanto  spessa  e  resa  bene  evidente  dalla 
ematossilina;  la  cromatina  costituita  da  delicatissimi  cromosomi  in 
forma  di  granuli  o  di  bastoncelli,  la  quale,  addossata  ai  filamenti 
di  linina,  presenta  l'aspetto  gomitolare  che  hanno  i  nuclei  in  ri- 
poso, e  la  paranucleina  in  forma  di  uno,  due,  fino  a  tre  blocchetti, 
che  coll'ematossilina  ha  una  tonalità  assai  più  chiara  di  quella  che 
presenta  la  paranucleina  delle  cellule  normali.  La  paranucleina 
nelle  cellule  in  preda  alla  necrosi  idropica  avanzata  o  incipiente, 
non  si  colora  affatto,  o  assume  una  tinta  color  foglia  di  tabacco. 
Rispetto  alla  dimensione  del  nucleo,  la  nucleina  e  la  paranucleina 
non  appaiono  molto  copiose,  il  che  ci  fa  supporre  che  l'aspetto 
ipertrofico  del  nucleo  sia  dato  da  un  notevole  aumento  dell'enchi- 
lema  interposto  fra  le  maglie  del  reticolo  acromatico. 

Questo  modo  di  presentarsi  della  sostanza  cromatica  è  in  gran 
parte  proprio  a  quegli  elementi  che  si  accingono  alla  segmenta- 
zione per  citodieresi,  poiché  in  molte  altre  cellule  della  porzione 
endoteliale,  singolarmente  in  quelle  che  sono  in  preda  all'ipertrofia 
degenerativa  del  nucleo,  la  maniera  di  disporsi  della  cromatina  non 
ha  nulla  di  comune  con  quella  avanti  descritta. 

Lo  studio  della  moltiplicazione  cellulare  negli  elementi  endote- 
liali è  molto  interessante  come  quello  che  dà  adito  a  considera- 
zioni che  si  addentellano  con  la  quistione  intorno  al  rapporto  che 
intercede  fra  il  modo  di  moltiplicarsi  delle  cellule,  per  citodieresi 
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o  per  amitosi,  di  una  determinata  neoplasia,  e  la  sua  maggiore  o 
minore  rapidità  di  accrescimento.  Da  questo  studio  emerge  evi- 
dente: che  di  due  tessuti  che  si  moltiplicano,  l'uno  per  citodieresi, 
l'altro  per  amitosi,  in  un  medesimo  lasso  di  tempo,  quello  che 
si  accresce  per  divisione  diretta  raggiunge  il  doppio  di  estensione 
del  tessuto  che  si  accresce  per  divisione  indiretta.  Questa  illazione 
si  fonda  sul'  osservazione  di  Ranvier,  il  quale  ha  veduto  che.  in 
un  medesimo  lasso  di  tempo,  le  cellule  che  si  moltiplicano  per 
divisione  diretta  generano  un  numero  di  elementi  di  gran  lunga 
più  numeroso  delle  cellule  che  si  riproducono  per  citodieresi.  In- 
fatti in  questo  archiblastomesenchimoma  si  rileva:  che  dei  vari 
tessuti  che  ne  formano  la  intima  compagine,  l'endoteliale,  che  poi 
è  il  meno  esteso  di  tutti  gli  altri,  è  il  solo  che  presenta  la  gran- 
dissima maggioranza  dei  nuclei  delle  sue  cellule,  nelle  varie  fasi 
della  moltiplicazione  citodieretica  tipica  od  atipica;  poiché  tutti  gli 
altri  tessuti,  e  particolarmente  il  gliomatoso,  che  da  solo,  come 
diremo,  presenta  un'estensione  che  supera  quasi  i  tre  quarti  della 
intiera  zona  pleomorfa,  non  hanno  mai  presentato  altro  che  cellule 
in  moltiplicazione  amitotica.  In  questo  neoplasma  complesso  quindi, 
la  contingenza  che  i  tessuti  gliomatoso,  sarcomatoso,  mixomatoso  e 
fibromatoso  hanno  avuto  uno  sviluppo  quantitativo  molto  conside- 
revole se  messo  di  fronte  allo  sviluppo  presentato  dal  tessuto 
endoteliale,  è  mestieri  che  sia  attribuita  al  fatto,  che  nelle  prime 
varietà  di  tessuti,  la  riproduzione  delle  cellule  si  è  effettuata  pre- 
valentemente, se  non  esclusivamente,  per  amitosi,  mentre  nel  tes- 
suto endoteliale  la  moltiplicazione  cellulare  è  stata  unicamente 
per  citodieresi.  La  quale  constatazione,  a  nostro  credere,  prova: 
che  la  maggiore  o  minore  rapidità  nell'evolversi  di  un  tessuto 
neoplastico  sta  in  diretto  rapporto,  non  unicamente  col  numero  delle 
cariocinesi,  ma  sopra  tutto  coll'esistenza  o  no  di  cellule  in  moltipli- 
cazione diretta;  e  che,  in  un  medesimo  lasso  di  tempo,  le  cellule 
in  divisione  stenotica  generano  il  doppio  di  elementi  delle  cellule 
in  divisione  citodieretica. 

La  prova  che  il  tessuto  ritenuto  di  provenienza  endoteliale  sia 
realmente  tale,  e  per  conseguenza  istogeneticamente  non  potrebbe 
derivare  nè  dalla  metaplasia  delle  cellule  della  glia,  e  nemmeno 
dall'epitelio,  che  riveste  le  superficie  dei  plessi  coroidei  e  le  pareti 
delle  cavità  dei  ventricoli  laterali,  la  si  può  desumere  da  queste 
considerazioni.  Contro  la  possibilità,  infatti,  che  questo  tessuto  pro- 
venga dalla  proliferazione  anaplastica  dell'epitelio  ependimale,  sta- 
rebbero questi  due  fatti:  primo,  che  l'inizio  del  neoplasma  è  stato 
nella  compagine  della  sostanza  propria  del  lobo  frontale  destro  al 
difuori  e  lungi  dalla  cavità  del  ventricolo  laterale  omonimo,  con- 
tingenza che  si  potè  controllare  durante  l'intervento  chirurgico, 
poiché  alla  prima  estirpazione  del  neoplasma,  colla  quale  fu  anche 
allontanata  gran  parte  del  lobo  frontale  destro,  venne  aperto  il 
corno  anteriore  del  ventricolo  laterale  dello  stesso  lato  e  si  potè 
constatare  che  la  superficie  interna  di  tale  A^entricolo  e  la  tela  co- 
roidea contenutavi  avevano  un  aspetto  perfettamente  fisiologico  e 
tale  da  non  consentire  in  alcun  modo  la  supposizione  che  il  tes- 
suto che  è  considerato  come  endoteliale,  avesse  mai  potuto  deri- 
vare dalla  proliferazione  anaplastica  dell'epitelio  di  rivestimento 
della  cavità  ventricolare:  secondo,  che  l'aspetto  e  la  disposizione 
degli  elementi  cellulari,  riconosciuti  di  natura  endoteliale.  ad  al- 
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veoli  o  a  cordoni  spessi  e  lunghi  a  decorso  tortuoso  o  rettilineo,  o 
ad  ammassi  cellulari  con  disposizione  a  mosaico,  è  propria  delle 
neoformazioni  endoteliali  ed  è  assai  diversa  da  quella  che  in  seno 
ai  gliomi  assumono  gli  elementi  epiteliali  deUN^pendima,  i  quali  si 
dispongono  a  cordoni  sottili  e  brevi,  o  a  piccoli  gruppi  di  cellule 
rotonde  o  poligonali,  ovvero  vanno  a  rivestire  delle  cavità  più  o 
meno  grandi  ed  irregolari,  come  furono  in  grado  di  sincerarsene 
numerosi  Anatomo-patologi  e  come  rilevammo  noi  in  due  contin- 
genze. 

Tutto  ciò,  a  nostro  avviso,  è  più  che  sufficiente  perchè  si  escluda 
che  matrici  del  tessuto  ritenuto  di  natura  endoteliale  siano  state  le 
cellule  dell'epitelio  dell'ependima,  a  meno  che  non  si  voglia  ricor- 
rere per  ammetterne  la  derivazione  ependimale  alle  comode  e  onni- 
potenti ipotesi,  che  hanno  fatto  il  loro  tempo,  di  trasposizioni  con- 
genite e  inclusioni  di  tratti  di  matrici  intervenute  nel  nevrasse  per 
errore  di  prima  formazione  in  forma  di  strozzamenti  diverticolari, 
come  pensano  Miura,  Stroebe,  Arnold,  Hoffmann,  Bonomo.  Storch, 
Kahlden,  ecc. 

Ma  il  tessuto  a  cui  si  è  attribuita  una  genesi  endoteliale.  non 
potrebbe  per  avventura  avere  tutt'altra  oi-igine  e  derivare  dalla 
metaplasia  delle  cellule  gliomatose,  come  opina  il  Buchholz?  Egli 
infatti  considera  le  formazioni  epiteliali  in  forma  di  piccoli  gruppi 
di  cellule  a  protoplasma  voluminoso  rotondeggiante  o  poligonale, 
che  non  eccezionalmente  si  riscontrano  nei  gliomi,  come  derivazione 
delle  cellule  della  nevroglia,  le  quali,  sotto  lo  stimolo  patologico, 
dopo  percorsa  una  via  retrograda  avrebbero  ripreso  i  caratteri  delle 
cellule  epiteliali  da  cui  provengono.  Si  avrebbe  dunque,  secondo 
Buchholz,  un  vero  e  proprio  ritorno  delle  cellule  della  nevroglia 
ad  elementi  epiteliali  identici  a  quelli  funzionanti  da  cellule  germi- 
native durante  lo  sviluppo  embrionale  del  nevrasse. 

Noi  siamo  ben  lungi  dal  negare  la  possibilità,  sotto  l'influenza 
modificatrice  della  toxina  specifica  del  quid  vivimi  fattore  dei  carci- 
nomi, di  una  metaplasia  delle  cellule  della  nevroglia,  in  cellule  epi- 
teliali analoghe  a  quelle  dell'epitelio  primordiale,  dalle  quali  per 
successive  differenziazioni,  durante  l'evolversi  della  vita  embrionale, 
traggono  la  loro  genesi  tanto  le  cellule  della  nevroglia,  quanto  le 
cellule  piramidali;  ma  nel  caso  attuale,  pure  ammettendo  questa 
possibilità,  mentre  non  abbiamo  alcun  dato  sicuro  per  avvalorarla, 
possediamo  da  un  altro  canto  tutto  ciò  che  può  valere  per  respin- 
gerla e  per  accettare,  per  il  tessuto  in  discorso  una  genesi  endo- 
teliale. 

Escluse  quindi  le  origini  dall'ependima  e  dalla  metaplasia  delle 
cellule  della  nevroglia,  non  resta  che  ammettere  per  questo  tessuto 
una  genesi  endoteliale,  della  quale  possediamo  non  dubbie  prove  nei 
rapporti  intimi  che  intercedono  fra  gli  elementi  che  formano  la 
compagine  del  tessuto  riconosciuto  per  endoteliale  e  le  cellule  che 
rivestono  il  lume  dei  capillari  e  dei  grossi  vasi  sanguigni,  rapporti 
che  appaiono  di  una  rara  evidenza  particolarmente  nei  punti  nei 
quali  la  proliferazione  neoplastica  ha  la  forma  di  cordoni,  di  lobuli 
o  di  alveoli.  In  queste  parti  si  rileva  non  solo  la  identità  morfolo- 
gica fra  le  cellule  che  formano  i  cordoni,  i  lobuli  e  gli  alveoli  e  le 
cellule  di  rivestimento  delle  cavità  vasali  in  proliferazione;  ma  al- 
tresì, che  le  cellule  formanti  le  pareti  dei  capillari  costituiscono  la 
matrice  delle  cellule  del  tessuto  neoplastico  che  si  è  chiamato  endo- 
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teliale.  Si  vede  infatti  che  l'endotelio  tappezzante  il  lume  dai  capil- 
lari ha  mutato  di  aspetto,  assumendo  la  sembianza  di  grosse  cellule 
cubiche  o  poliedriche,  che  molte  di  tali  cellule  hanno  il  nucleo  nelle 
varie  fasi  della  citodieresi  e  che  per  l'anaplastica  proliferazione, 
queste  cellule  dell'endotelio  vasale,  dopo  essersi  accumulate  nel  lume 
del  capillare  ed  averlo  ostruito  completamente,  hanno  trasformato  il 
vaso  in  un  cordone  cellulare  solido.  In  certi  punti  il  capillare,  co- 
stituendosi centro  di  una  proliferazione  anaplastica,  genera  una  neo- 
formazione lobulare,  e  se  abbiamo  l' intervento  del  connettivo  fibril- 
lare che  separa  lobulo  da  lobulo,  si  trova  che  la  neoformazione 
assume  il  caratteristico  aspetto  alveolare. 

I  tessuti  aarcomatoso  e  mixomatoso  sono  intimamente  collegati  l'uno 
all'altro.  Essi  costituiscono  delle  aree  limitrofe  sufficientemente  estese, 
nelle  quali  si  osserva  come  insensibilmente  l'un  tessuto  si  trasformi 
nell'altro. 

II  tessuto  mixomatoso,  infatti,  non  può  altrimenti  considerarsi  se 
non  come  una  metamorfosi  in  seguito  a  metaplasia  del  tessuto  sar- 
comatoso. 

Le  aree  del  tessuto  sarcomatoso  e  mixomatoso  sono  abbastanza 
numerose  e  si  vedono  distribuite  qua  e  là  in  mezzo  al  tessuto  glio- 
matoso.  Grli  elementi  sarcomatosi  sono  sferici  e  fusati,  di  media 
grandezza,  ed  in  mezzo  ad  essi  si  trovano  anche  elementi  giganti  il 
cui  protoplasma  e  nucleo  hanno  dimensione  di  gran  lunga  inferiore 
di  quella  che  possiedono  il  protoplasma  e  il  nucleo  delle  cellule  iperme- 
galiche  od  ultraipertrofiche  che  abbondano  nelle  aree  della  glia  pleor- 
morfa.  I  nuclei  delle  cellule  sarcomatose  sferiche  sono  rotondi  od 
ovoidali,  alcuni  ricchi  di  sostanza  cromatica  altri  no,  e  posseggono 
un  aspetto  vescicoloso;  mentre  quelli  delle  cellule  fusate  sono  molto 
allungati  ed  eccessivamente  cromatici. 

Il  modo  di  disporsi  delle  cellule  sarcomatose  è  a  cordoni  e  ad 
ammassi  lobuliformi;  prevale  però  la  forma  ad  ammassi  rotondi  od 
ovoidali,  il  cui  centro  è  occupato  da  un  vaso. 

Indubbiamente  la  genesi  dì  questo  tessuto  va  ascritta  alla  proli- 
ferazione anaplastica  degli  elementi  delle  guaine  perivascolari.  Non 
è  improbabile  che  siano  proprio  le  cellule  avventiziati  quelle  che 
hanno  dato  origine  alla  neoformazione;  poiché,  numerosi  vasi  ap- 
paiono circondati  come  da  un  manicotto  di  cellule  a  protoplasma 
rotondo  od  ovoidale,  a  nucleo  unico  o  doppio,  sferico  od  allungato, 
intensamente  colorato,  cellule  che  hanno  lo  stesso  aspetto  di  quelle 
che  formano  parte  della  .guaina  perivascolare.  In  certe  località  ver- 
rebbe in  mente  di  pensare  che  i  periteli  siano  entrati  in  prolifera- 
zione perchè  si  osservano  delle  formazioni  cellulari  a  manicotto  at- 
torno al  lume  vasale,  che  ricordano  l'aspetto  del  peritelioma  ;  però  se 
anche  i  periteli  siano  entrati  in  proliferazione  e  in  qualche  punto  siano 
stati  la  matrice  del  tessuto  da  noi  ritenuto  sarcomatoso,  è  mestieri  infe- 
rirne, che  la  neoformazione  nel  suo  ulteriore  evolversi  non  ha  mante- 
nuto il  carattere  proprio  del  peritelioma,  quello  cioè  di  una  neoforma- 
zione regolarmente  ed  esclusivamente  a  manicotto  perivascolare,  ed 
è  perciò  che  noi  abbiamo  creduto  opportuno  considerare  tale  tessuto 
come  sarcomatoso. 

Le  aree  di  tessuto  mixomatoso  hanno  una  estensione  che  in  certe 
località  supera  quella  delle  aree  sarcomatose.  Esse  sono  date  da 
elementi  a  protoplasma  non  troppo  grosso  di  forma  fusata  o  rotonda 
e  con  numerosi  prolungamenti  ora  sottili  e  lunghi,  ora  corti  e  grossi, 


46 


immersi  in  una  sostanza  intercellulare,  mucosa,  trasparentissima, 
amorfa,  di  aspetto  quasi  liquido,  nella  quale  non  si  scorgono  che 
traccio  appena  visibili  dei  prolungamenti  delle  cellule  mixomatose. 
Hanno  un  nucleo  unico  o  doppio,  rotondo  od  ovale  e  poco  croma- 
tico. Queste  cellule  provengono  dalla  metaplasia  delle  cellule  sarco- 
matose,  il  che  si  desume  dagli  intimissimi  rapporti  che  intercedono 
fra  le  porzioni  periferiche  delle  aree  sarcomatose  e  mixomatose  ;  si 
vede  come  in  certi  punti  gli  elementi  del  sarcoma  vadano  a  grado  a 
grado  trasformandosi  negli  elementi  del  mixoma.  Osservando  gli  ele- 
menti che  stanno  alla  periferia  dell'area  sarcomatosa,  si  rileva  come 
la  cellula  sarcomatosa  rotonda  o  fusata,  per  successive  metamorfosi 
del  suo  protoplasma  si  trasformi  in  cellula  actiniforme  o  fusata  con 
molteplici  prolungamenti,  caratteristica  delle  cellule  del  tessuto  mu- 
coso. Contemporaneamente  a  questa  metamorfosi  si  ha  il  costituirsi  di 
una  sostanza  fondamentale  trasparente,  che  in  certe  località  è  amorfa 
e  limpida  come  l'acqua,  in  certe  altre  è  percorsa  da  sottile  o  grossa 
fibrillatura  data  dai  prolungamenti  delle  cellule  mucose.  Le  aree  mixo- 
matose in  certi  punti  sembra  che  provengano  dalla  trasformazione 
metaplastica  delle  celiale  fisse  del  tessuto  connettivo  normale.  Nulla 
a  nostro  credere  osta  a  che  ei  accetti  questa  possibilità,  a  che  si  am- 
metta cioè,  che  sotto  l'influenza  dell'antigene  del  parassita  specifico 
delle  neoformazioni  maligne  sia  intervenuta  una  modificazione  meta- 
plastica  delle  cellule  fisse  del  tessuto  connettivo  in  cellule  mixomatose. 

Il  tessuto  gliomatoso  rappresenta,  per  l'estensione  sua  e  per  la 
considerevole  varietà  degli  elementi  che  lo  compongono,  la  parte 
pili  importante  dei  vari  tessuti  che  formano  questi  archiblastome- 
senchinomi.  Tale  tessuto  è  dato  da  un'area  vastissima  che  occupa 
oltre  i  due  terzi  della  totalità  di  questi  neoplasmi.  L'aspetto  e  la  di- 
mensione delle  cellule  gliomatose  sono  A'^arì.  tanto  che  i  tessuti  presen- 
tano una  fisionomia  diversa  a  seconda  del  prevalere  di  questa  o  di 
quella  forma  cellulare  e  della  presenza  od  assenza  delle  fibrille  neuro- 
gliche.  Si  può  affermare  perciò  che  in  questi  neoplasmi  si  riuniscano 
tutte  le  svari atissime  forme  di  cellule  "gliomatose  che  furono  da  noi 
descritte  nei  vari  gliomi;  in  altri  termini  che  in  questi  archiblastome- 
senchimomi  sono  rappresentate  tutte  le  specie  di  glia  che  ci  hanno 
servito  come  base  per  la  classificazione  dei  gliomi  che  esponemmo  nel 
nostro  «  Trattato  dei  neoplasmi  maligni  e  delle  infezioni  chirurgiche  ». 
Così  troviamo: 

glia  a  cellule  aracmformi  o  ad  astrociti  o  a  cellule  del  tipo  Golgi; 

glia  a  nuclei  gliari  o  a  cellule  del  tipo  Ranvier-  Weigert; 

glia  fibrillare; 

glia  a  cellule  fusate; 

glia  a  cellule  sinciziali; 

glia  a  cellule  pleomorfe  associate  a  cellule  ipermegaliche  od  ultrai' 
pertaofiche. 

La  glia  a  cellule  aracniformi  o  ad  astrociti  è  rappresentata  da  nu- 
merose piccole  aree  scaglionate  qua  e  là  in  mezzo  all'enorme  area 
della  glia  polimorfa.  Queste  aree  sono  formate  di  cellule,  aventi  di- 
mensione diversa,  ma  identico  aspetto,  alcune  prive  di  nucleo,  altre 
fornite  di  uno  o  più  nuclei  colorati  molto  pallidamente  col  carmìnio 

0  coll'ematossilina,  a  protoplasma  rotondeggiante  od  ovale  e  dal 
quale  si  dipartono  numerosi  prolungamenti   rettilinei  molto  sottili, 

1  quali  conferiscono  all'elemento  l'aspetto  di  stella  o  di  ragno.  I 
prolungamenti  di  una  cellula  si  incontrano  coi  prolungamenti  delle 


47 


cellule  che  le  sono  vicine,  ed  in  questo  incontro  non  sempre  si  ana- 
stomizzano,  il  più  delle  volte  rimangono  indipendenti,  prendendo 
solo  rapporti  di  contatto. 

Di  cellule  a  ragno  vi  sono  due  varietà:  le  une  a  protoplasma 
irregolare  rotondeggiante  od  ovale,  di  grande  dimensione,  granuloso 
e  fornito  di  un  numero  straordinario  di  prolungamenti  molto  lunghi, 
filiformi,  rettilinei  in  grandissima  parte,  alcuni  anche  flessuosi,  non 
ramificati  i  più,  altri  ramificati  ed  i  rami,  in  numero  di  due  o  di 
tre,  si  vedono  dipartirsi  da  un  picciuolo  aderente  al  corpo  cellulare, 


uce;  le  altre  a  corpo  cellulare  perfettamente  rotondo,  piti  piccolo 
di  quello  delle  precedenti  e  munito  di  numerosissimi  prolungamenti 
rettilinei  o  flessuosi,  non  troppo  lunghi,  più  grossi  dei  precedenti, 
omogenei  e  giammai  ramificati,  i  quali  si  tingono  più  intensamente 
dei  prolungamenti  delle  cellule  stellate  più  grandi. 

La  prima  varietà  di  cellule  stellate  ha  il  nucleo  rotondeggiante 
od  ovoidale,  non  troppo  voluminoso,  unico  nel  maggior  numero,  ma 
diverse  lo  posseggono  multiplo,  infatti  ve  ne  sono  parecchie  a  due 
nuclei,  ed  anche  a  tre;  mentre  la  seconda  varietà  è  fornita  di  un 
unico  nucleo  molto  piccolo,  perfettamente  rotondo. 

Tali  nuclei,  tanto  nelle  cellule  stellate  della  prima  varietà  quanto 
in  quelle  della  seconda,  si  colorano  molto  debolmente  coU'ematos- 
silina  o  col  carminio  e  perciò  riescono  poco  visibili,  però  non  al 
punto  da  non  farci  riconoscere  come  il  loro  interno  sia  costituito  da 
finissimi  granuli  cromatici.  Molte  di  queste  cellule,  tanta  è  la  debo- 
lezza della  colorazione  assunta  dai  nuclei,  che  ne  sembrano  prive  del 
tutto,  e  ciò  si  osserva  in  quelle  sezioni  nelle  quali  gli  elementi  sono 
in  preda  a  manifesti  processi  involutivi,  come  si  può  desumere  dallo 
spezzettamento  dei  prolungamenti  e  dalla  frammentazione  del  corpo 
cellulare  per  necrosi  da  rammollimento  idropico. 

In  mezzo  alle  cellule  stellate  non  in  preda  alla  degenerazione 
si  vedono  pochissimi  leucociti,  i  quali  però  appaiono  abbastanza 
copiosi  in  quelle  località  nelle  quali  le  cellule  aracniformi  sono  in 
preda  a  necrosi  totale  idropica  e  dove  questi  linfociti  compiono  un 
ufficio  fagocitarlo  dei  più  evidenti.  In  nessuna  delle  descritte  cel- 
lule raggiate,  si  è  potuto  sorprendere  il  nucleo  in  segmentazione 
diretta  o  indiretta. 

La  glia  a  nuclei gliari iovma,  anche  essa  piccole  aree  circoscritte  sparse 
in  mezzo  all'estesissima  area  delle  cellule  polimorfe,  Queste  aree 
risultano  di  un'enorme  quantità  di  delicatissime  fibrille,  che  si  di- 
rigono in  ogni  senso,  che  si  sovrappongono  e  talvolta  si  intrecciano, 
senza  mai  però  prendere  rapporti  di  anastomosi,  formando  in  ultimo 
un  pseudo  reticolo  nelle  cui  maglie  si  intravvedono  numerose  cel- 
lule di  piccole  dimensioni,  a  corpo  protoplasmatico  prevalentemente 
rotondo,  con  uno  o  due  nuclei  rotondeggianti  tinti  più  o  meno  in- 
tensamente. 

Le  fibrille  hanno  diverso  calibro:  alcune  grosse,  altre  di  media 
grossezza  ed  altre  sottilissime,  sono  omogenee  e  rifrangentissime  la 
luce,  e  la  maggior  parte  ha  un  decorso  flessuoso,  quantunque  vi 
siano  parecchie  che  hanno  una  direzione  perfettamente  rettilinea  od 
angolare.  In  nessuna  località  di  questa  forma  di  glia,  le  fibrille  si 
vedono  derivare  dal  citoplasma  ;  ma  si  constata  invece  che  tutti  gli 
elementi  che  esistono  in  queste  aree  non  posseggono  colle  fibrille 
altri  rapporti  tranne  quelli  di  contatto. 


prolungamenti  a  protoplasma 


e  molto  rinfrangente  la 
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Addossate  infatti  alle  fibrille  vi  sono  numerose  cellule  le  quali, 
per  i  caratteri  e  la  dimensione  del  nucleo  si  giudica  che  apparten- 
gono a  diversa  origine:  le  une,  hanno  il  nucleo  per  lo  più  unico, 
piccolo  di  dimensione,  di  forma  rotondeggiante  od  ovoidale,  che  si  co- 
lora non  troppo  intensamente  ed  il  protoplasma  rotondeggiante  od  ovoi- 
dale non  troppo  grande,  per  lo  più  omogeneo,  e  queste  sono  di 
natura  nevroglica;  le  altre  hanno  il  nucleo  iDerfettamente  rotondo  od 
irregolare,  unico  o  multiplo,  più  piccolo  se  messo  in  confronto  col 
nucleo  delle  precedenti  cellule,  molto  intensamente  colorato,  privo 
quasi  di  ogni  tessitura  nucleare  ed  il  protoplasma  perfettamente  od 
irregolarmente  rotondo,  e  queste  sono  certamente  di  natura  leucoci- 
taria. Fra  cellule  e  fibrille  intercedono  solo  rapporti  di  contatto. 
Le  cellule  infatti  sono:  o  addossate  ad  una  o  più  fibrille;  o  incluse 
in  uno  degli  spazi  del  pseudoreticolo  costituito  dall'  incontro  delle 
varie  fibrille  ;  ovvero  adagiate  sopra  nodosità  formate  dalla  sovrap- 
posizione di  più  fibrille  dirette  in  ogni  senso  ;  ma  non  si  vede  mai 
che  dal  corpo  delle  cellule  si  dipartano  una  o  più  fibrille,  oppure  che 
qualche  fibrilla  attraversi  il  corpo  della  cellula,  pur  conservando  la 
propria  individualità.  Gfli  unici  rapporti  sono  quelli  di  semplice  con- 
tatto, il  che  emerge  chiaro  dalla  varia  tonalità  assunta  dal  protoplasma 
delle  fibrille  e  da  quella  del  corpo  delle  cellule  colla  colorazione  al- 
l'indopicrocarminio.  Se  il  contatto  della  fibrilla  è  solo  tangenziale  al 
bordo  della  cellula,  la  fibrilla  allora  prosegue  il  suo  corso  rettilineo, 
o  si  ripiega  ad  arco  di  cerchio  mutando  di  direzione  ;  se  invece  il 
contatto  è  più  esteso,  esso  può  accadere  all'innanzi  o  all' indietro 
del  corpo  cellulare  e  in  ambedue  i  casi  le  fibrille  continuano  il  loro 
corso  rettilineo,  ovvero  si  curvano  ad  arco  di  cerchio,  cambiando 
di  direzione.  Le  fibrille  che  vengono  in  contatto  con  una  cellula 
sono  sempre  più  di  una,  e  in  questi  casi,  se  la  differenziazione  a 
mezzo  delle  sostanze  coloranti  non  viene  in  aiuto,  potremmo  credere 
di  avere  a  che  fare  con  cellule  munite  di  prolungamenti. 

La  provvista  sanguigna  è  poverissima;  infatti  nelle  porzioni 
centrali  dell'area  a  nuclei  gliari  e  a  fibrille  non  si  vedono  che  po- 
chissimi capillari,  e  solo  nelle  periferiche  si  giungono  a  riconoscere 
chiaramente  vasi  di  un  certo  calibro.  I  vasi  sono  quasi  sempre 
trombizzati  e  circondati  da  un  enorme  intreccio  di  fibrille,  in  in- 
timi rapporti  con  le  pareti.  Ciò,  come  diremo,  è  molto  evidente  nella 
glia  fibrillare. 

La  glia  fibrillare  è  rappresentata  da  diverse  aree,  mai  troppo 
estese,  poste  in  istretti  rapporti  coll'area  polimorfa  e  sono  limitrofe  a 
quelle  della  glia  a  nuclei  gliari  ed  a  fibrille.  Dalla  glia  tipo  Eanvier- 
Weigert  si  passa  insensibilmente  alla  glia  fibrillare,  risultante  uni- 
camente da  fibrille  dirette  in  ogni  senso,  alcune  molto  spesse,  altre 
sottilissime,  ad  andamento  i-ettilineo,  angolare  o  tortuoso,  lunghis- 
sime le  une,  corte  le  altre,  di  spessore  non  sempre  eguale  in  tutta 
la  loro  lunghezza,  ramificate  e  non  ramificate,  le  quali,  piegan- 
dosi e  ripiegandosi  in  tutti  i  sensi,  formano  un  intricatissimo  in- 
treccio retiforme  a  maglie  disuguali,  entro  le  quali  mancano  gli 
elementi  cellulari.  Il  contatto  fra  fibra  e  fibra  nella  formazione  di 
questo  intreccio  retiforme  è  molto  intimo,  e  in  certi  punti  si  ha 
l'impressione  che  si  tratti  di  vera  anastomosi;  non  è  raro  riscon- 
trare dei  punti  nodali  nel  sito  ove  l'una  fibra  si  è  unita  all'altra 
per  costiture  le  maglie  della  rete. 

Lo  studio  di  questa  glia  rende  edotti  come  la  genesi  delle  fibrille 
provenga  da  una  differenziazione  del  protoplasma  delle  cellule  nevro- 
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gliche  le  quali,  benché  altamente  atipiche,  non  hanno  perduto  la 
proprietà,  come  interviene  in  certi  gliomi,  di  secernere  le  fibrille. 
Si  vede  infatti,  come  il  differenziamento  delle  fibrille,  o  meglio  la 
proprietà  fibroformatrice  devesi  al  protoplasma  e  ai  prolungamenti 
protoplasmatici  di  cellule  gliomatose,  di  diversa  dimensione,  al- 
cune perfino  quattro  o  cinque  volte  più  grandi  di  una  cellula  ner- 
vosa della  corteccia  o  delle  corna  anteriori  della  midolla,  poste 
nella  zona  pleoraorfa,  a  protoplasma  fusate,  poligonale  o  jjirami- 
dale  e  a  nucleo  multiplo  o  unico,  rotondo  o  lobato,  molto  croma- 
tico, anche  esso  molto  voluminoso.  Alcune  di  queste  cellule  si  appros- 
simano per  la  forma  e  il  volume  alle  cosi  dette  cellule  gliomatose  mo- 
struose di  Storch.  Anche  altre  cellule  di  forma  rotondeggiante  ma 
assai  più  piccole  delle  precedenti,  appaiono  dotate  della  proprietà 
fibroformatrice.  La  glia  fibrillare  dunque,  che  nel  più  dei  casi  in 
forma  di  aree  trovasi  in  intimo  contatto  colle  aree  delle  cellule  pleo- 
morfe,  è  il  risultato,  in  grandissima  parte,  della  proprietà  fibrillo- 
gena  del  protoplasma  delle  cellule  gliomatose. 

I  vasi  sanguigni  sono  poco  numerosi,  però  quelli  che  esistono, 
sono  tutti  ostruiti  da  un  trombo  o  dall'esagerata  proliferazione 
delle  pareti  per  un  jjrocesso  endoarteritico  o  endoflebitico,  ciò  che 
prova  il  perchè  della  completa  assenza  di  elementi  cellulari  in 
questa  regione  e  delle  stigmate  degenerative  che  presenta  la  glia 
fibrillare.  I  vasi  appaiono  immersi  in  un  inestricabile  intreccio  di 
fibrille  e  di  essi  non  si  intravede  altro  che  una  parete  sottile,  ap- 
pena visibile,  da  cui  si  dipartono  fibrille  in  ogni  senso  e  a  cui 
stanno  aderenti  coi  loro  prolungamenti,  nelle  località  limitrofe  alle 
aree  di  glia  pleomorfocellulare,  delle  cellule,  colle  quali  le  fibrille 
sembra  che  abbiano  intimi  rapporti;  non  che  un  lume  completa- 
mente ostruito  da  uno  zaffo  formato  di  cellule,  fornite  di  nucleo 
intensamente  colorato,  nel  quale  non  si  scorge  alcuna  tessitura  e 
di  protoplasma  a  limiti  indistinti  tanto  da  consentire  appena  la  dif- 
ferenziazione fra  i  singoli  corpi  cellulari. 

La  glia  a  cellule  fusate  è  data  da  varie  aree,  non  sempre  molto 
estese,  intimamente  collegate  coll'area  a  cellule  pleomorfe  della 
quale  sono  l'emanazione,  poiché  in  essa  le  cellule  fusate  si  scor- 
gono in  grande  quantità.  Tenuto  conto  però  del  fatto,  che  nella 
compagine  di  questi  archiblastomesenchimomi  vi  siano  località  nelle 
quali  il  tessuto  non  é  formato  che  unicamente  di  glia  fusocellulare, 
noi  descriveremo  queste  aree  separatameute  da  quelle  della  glia  a 
cellule  pleomorfe.  La  glia  fusocellucellure,  trovasi  quasi  tutta  alla 
periferia  dell'area  a  cellule  pleomorfe  e  talvolta  in  immediato  con- 
tatto colla  fibromatosa  e  specialmente  col  tessuto  fibroso  che  fun- 
ziona da  capsula.  In  certe  località  le  cellule  gliomatose  fusate, 
della  porzione  periferica  di  certe  aree  poste  in  intimo  contatto 
con  gli  elementi  del  connettivo  fibroso  capsulare,  pare  che  ten- 
dano ad  orientarsi  nel  senso  delle  fibrocellule  connettivali,  quasi 
come  volessero  prendere  parte  al  formarsi  del  tessuto  capsulare. 
Non  é  inverosimile  infatti  che  t^li  cellule  rappresentino  elementi 
giovani  gliomatosi  pronti  ad  assumere  la  funzione  di  cellule  di  glia 
fibrosa  le  quali,  associandosi  alle  fibrocellule  connettivali,  compiono 
insieme  ad  esse  un  officio  protettivo,  cooperando  in  tal  guisa  alla 
formazione  della  capsula.  L'associazione  nei  gliomi  degli  elementi 
della  nevroglia  agli  elementi  del  connettivo,  è  ammessa  da  Grom- 
bault,  da  Yan  Grieson,  da  Bonomo,  da  noi  e  da  vari  altri.  Noi  la 
rilevammo  oltre  che  nei  gliomi,  altresì  nelle  gliosi  post-trauma- 
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tiche,  dove  nelle  aree  di  sclerosi  connettivo -neuroglica  vedemmo 
tanto  fibrocellule  di  origine  connettiva  quanto  fibrocellule  di  ori- 
gine gliale. 

La  forma  e  la  dimensione  delle  cellule  fusate  è  molto  varia. 
Vi  sono  cellule  a  protoplasma  fusate  molto  lungo  che  termina 
senza  prolungamenti,  e  queste  sono  in  prevalenza;  altre  hanno  la 
estremità  del  fuso  protoplasmatico  biforcata  o  triforcata;  altre  fi- 
nalmente pur  conservando  la  forma  fusata,  mostrano  dei  prolun- 
gamenti sottilissimi,  filiformi  che  si  dipartono  dalle  parti  del  corpo 
cellulare  poste  in  prossimità  del  nucleo.  Il  nucleo  nel  maggior  nu- 
mero di  questi  elementi  ha  l'aspetto  fusate  e  mostra  nell'interno 
nettissimo  il  reticolo  con  uno  o  più  blocchetti  di  cromatina.  Altre 
cellule  presentano  nuclei  irregolarmente  fusati,  o  piramidali,  o  lo- 
bati e  molto  voluminosi,  anche  essi  ricchissimi  di  sostanza  croma- 
tica. Yi  sono  finalmente  cellule,  nelle  quali  si  possono  contare  fino 
ad  otto  nuclei  piccoli,  fusati,  con  delicatissimo  reticolo  cromatico, 
posti  l'uno  al  disotto  dell'altro  lunghesso  il  citoplasma  fusate;  cel- 
lule che  a  nostro  credere,  vanno  considerate  come  elementi  in  mol- 
tiplicazione per  frammentazione  indiretta  o  per  scissione  diretta, 
nelle  quali  però  alla  divisione  del  nucleo  non  ha  seguito  quella 
del  corpo  cellulare.  Le  cellule  fusate  vanno  incontro  alla  meta- 
morfosi regressiva  per  fusione  del  citoplasma  e  talvolta  anche  del 
carioplasma  ottenendosi  così  enormi  cellule  con  numerosi  nuclei  o 
con  nucleo  unico  gigantesco. 

In  quest'area,  oltre  agli  elementi  fusati  in  prevalenza,  si  trovano 
altre  piccolissime  cellule,  della  diminsione  circa  di  un  leucocita, 
a  protoplasma  rotondo  od  ovale,  senza  o  con  prolungamenti  brevi 
e  tozzi  in  forma  di  spine,  e  a  nucleo  rotondo  intensamente  colorato, 
le  quali  sono  da  ascriversi  alla  nevroglia  embrionale.  Oltre  a  questi 
elementi  vi  sono  numerose  masse  protoplasmatiche  perfettamente 
rotonde,  od  ovoidali,  o  piriformi,  di  volume  variabilissimo,  prive 
completamente  di  nucleo,  non  che  masse  nucleari  molto  voluminose, 
nelle  quali  non  si  intravede  alcun  rivestimento  protoplasmatico. 
In  quanto  alla  interpretazione  di  queste  singolari  formazioni  pro- 
toplasmatiche e  nucleari,  diremo  nella  descrizione  della  zona  pleo- 
morfocellulare. 

La  glia  a  cellule  sincisiali  risulta  di  aree  estese,  le  quali,  come 
quelle  della  glia  a  cellule  fusate,  sono  limitrofe,  anzi  in  connes- 
sione coU'area  della  glia  pleomora.  Le  cellule  .sinciziali  abbondano 
nell'area  pleomorfocellulare,  però  mentre  in  questa,  oltre  alle  cel- 
lule costituenti  il  sincizio  vi  sono  altresì  cellule  di  varia  forma 
e  dimensione  con  o  senza  prolungamenti  che  non  formano  mai 
sincizio,  nelle  aree  della  glia  sinciziale,  non  si  intravvedono  altro 
che  elementi  cellulari  di  un  solo  tipo  le  quali  sono  in  commercio 
reciproco  a  mezzo  dei  loro  prolungamenti.  In  certi  punti  il  tes- 
suto è  formato  unicamente  da  cellule  a  protoplasma  voluminoso, 
irregolarmente  poligonale  con  prolungamenti  multipli  ora  sot- 
tili, ora  grossi,  ramificati  e  non .  ramificati  e  con  nuclei  per  lo 
pili  rotondi  ed  unici,  altre  volte  ovoidali  o  reniformi,  con  nel- 
l'interno un  delicatissimo  reticolo  e  con  uno  o  piìi  blocchetti  di 
cromatina.  In  mezzo  a  questi  elementi  di  varia  grandezza  si  osser- 
vano forme  gigantesche,  pure  a  protoplasma  irregolarmente  poli- 
gonale, allungato  o  no,  ricchissimo  di  prolungamenti  con  nell'in- 
terno  uno  o  più  nuclei  di  dimensioni  enormi,  regolari  od  irregolari. 
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fortemente  cromatici,  con  reticolo  sottile  o  grossolano  e  con  blocchetti 
multipli  di  cromatina  intensamente  colorati.  Queste  forme  gigan- 
tesche non  rappresentano  altro  che  elementi  gliomatosi  ipertrofici 
che  sono  andati  incontro  ad  una  metamorfosi  regressiva  per  fusione 
del  protoplasma  e  talvolta  anche  del  carioplasma. 

Quantunque  le  cellule  formanti  questo  tessuto  sinciziale  abbiano 
dimensione  e  forma  diversissime,  pure  sono  tutte  fra  loro  in  mutua 
connessione  a  mezzo  dei  prolungamenti,  tanto  che  non  vi  è  un 
solo  prolungamento  che  non  sia  connesso  con  quello  delle  cellule 
vicine.  Queste  reciproche  connessioni  danno  origine  ad  un  sincizio 
a  tipo  reticolare,  le  cui  maglie  profondamente  irregolari,  causa  la 
diversa  dimensione  delle  cellule  e  la  lunghezza  dei  prolungamenti, 
sono  sempre  chiuse  e  limitate  dalle  mutue  connessioni  dei  prolun- 
gamenti delle  varie  cellule,  le  quali  rappresentano  i  punti  nodali 
della  rete  sinciziale.  In  tal  modo  viene  a  costituirsi  un  tessuto  che 
ha  tutta  la  sembianza  dell'alveare  o  della  spugna.  Questo  tessuto 
sinciziale  ricorda  molto  da  presso  il  sincizio  embrionale  che  si 
osserva  nel  feto  durante  lo  sviluppo  normale  della  glia.  I  vasi  san- 
guigni sono  poco  numerosi,  hanno  pareti  sottili,  colle  quali  le  cel- 
lule costituenti  il  sincizio  sono  in  intimi  rapporti  a  mezzo  dei  loro 
prolungamenti  protoplasmatici. 

La  glia  a  cellule  pleomorfe,  delle  varie  specie  di  tessuti  che  en- 
trano nella  costituzione  istologica  di  questi  archiblastomesenchimomi, 
rappresenta  l'area  che  suscita  un  interesse  di  primissimo  ordine, 
per  la  notevole  varietà  di  forma  e  di  dimensione  che  posseggono 
gli  elementi  che  vi  si  contengono,  e  perchè  il  suo  studio  ci  offrirà 
il  destro  di  pssicurarci:  da  un  lato,  come  sia  possibile  che  sotto 
uno  stimolo  patologico  si  abbia  il  ritorno  della  glia  fisiologica  ad 
uno  stato  che  si  avvicini  alla  glia  embrionale  o  fetale;  dall'altro, 
quale  siano  la  provenienza,  l'ufficio  e  il  significato  di  quelle  singo- 
lari forme  cellulari,  molto  numerose,  che  abbiamo  chiamato  cellule 
ipermegaliche  od  iiltraipertrofiche.  Questa  glia  è  rappresentata  da  aree 
estesissime,  intramezzate  da  tessuto  connettivo  fibroso  di  derivazione 
del  connettivo  perivascolare,  il  quale,  in  certi  punti,  compie  l'officio 
di  capsula  e  di  stroma,  in  certi  altri,  è  sviluppato  al  punto  da  co- 
stituire parte  fondamentale  o  parenchimale  dei  neoplasmi  sotto  la 
sembianza  di  un  vero  tessuto  fibromatoso.  La  estensione  dell'area  della 
glia  pleomorfocellulare  occupa  gran  parte  dei  tessuti  di  questi  archi- 
blastomesenchimomi rappresentandone  infatti  circa  i  due  terzi. 

Grii  elementi  che  la  compongono  sono  differenti:  per  la  dimen- 
sione del  corpo  protoplasmatico,  esistendo  di  fronte  a  cellule  pic- 
cole quanto  un  comune  linfocita,  cellule  così  enormemente  ipertro- 
fiche da  superare  di  quattro  o  cinque  volte  una  cellula  gigante 
tubercolare  od  una  cellula  gigante  di  un  sarcoma  delle  ossa,  ovvero 
a  corpo  protoplasmatico  così  esageratamente  lungo,  da  attraversare 
l'intiero  campo  del  microscopio;  per  la  forma  dello  stesso  proto- 
plasma, trovandosi  cellule  rotonde,  ovoidali,  reniformi,  fusate  con 
o  senza  prolungamenti,  piriformi  con  o  senza  ramificazioni  all'e- 
stremità affilata,  stellate,  spinose,  regolarmente  od  irregolarmente 
poligonali,  piramidali,  trapezoidali,  ecc.  ;  e  finalmente  per  la  gran- 
dezza, la  forma,  il  numero  e  l'aspetto  dei  nuclei,  dei  quali,  è  ben 
difficile  che  si  riesca  a  dare  una  fedele  ed  esatta  descrizione  dato 
lo  straordinario  polimorfismo.  Noi  però  senza  pretendere  di  descri- 
vere ogni  singola  forma  cellulare  delle  tante  che  in  questa  zona  si 
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riseontraao,  raggrupperemo  le  varie  forme,  sotto  diversi  tipi,  fon- 
dandoci particolarmente  sopra  l'aspetto  e  la  dimensione  del  proto- 
plasma e  del  nucleo,  in  modo  da  costituirci  un  esatto  criterio  della 
natura  e  provenienza  di  tali  cellule  e  in  ciò  usufruendo  più  delle 
figure  che  delle  parole  come  chiaramente  si  rileva  dalle  tavole  annesse. 

Nel  tessuto  della  glia  pleomorfocellulare  gli  elementi  che  ne  for- 
mano la  fina  anatomia,  esaminati  a  forte  ingrandimento,  si  possono 
ridurre  ai  seguenti  tipi: 

a)  elementi  a  citoplasma  piccolo  quanto  quello  di  un  comune 
linfocita,  rotondo,  omogeneo,  per  lo  più  non  ramificato  e  a  cario- 
plasma rotondo,  poco  colorato  nel  quale  la  tessitura  nucleare  non 
è  gran  che  visibile,  cellule  a  carattere  embrionale  identiche  alle 
così  dette  cellule  indifferenti  ; 

p)  elementi  a  citoplasma  irregolare,  rotondo,  fusate  o  piri- 
forme, a  un  dipresso  della  dimensione  di  quello  delle  pret^edenti 
o  un  po'  più  grande,  con  prolungamenti  unici  o  multipli  ed  a  cario- 
plasma rotondo,  ovoidale  o  fusate,  centale  o  eccentrico,  intensamente 
colorato  e  nel  quale  la  tessitura  nucleare  è  spesso  invisibile  ; 

y)  elementi  a  protoplasma  fusate,  di  grandi  dimensioni,  omo- 
geneo, con  uno,  due,  tre  prolungamenti  alle  estremità  terminali  e 
a  nucleoplasma  ovoidale  o  fusate,  unico  o  multiplo,  dove  si  scorge 
nettissimo  il  reticolo  in  mezzo  al  quale  si  vedono  uno  o  più  bloc- 
chetti di  cromatina,  elementi  identici  a  quelli  descritti  nella  glia  a 
cellule  fusate; 

5)  elementi  a  citoplasma  fusate  od  ovoidale  omogeneo  o  fina- 
mente granuloso,  della  dimensione  di  quello  delie  precedenti  e 
talvolta  anche  più  grande,  dalle  cui  estremità  polari  si  dipartono 
numerosissimi  prolungamenti  molto  lunghi  e  sottili,  retti  o  notevol- 
mente ondulati,  giammai  ramificati,  che  rimangono  indipendenti 
senza  prendere  intimi  rapporti  di  continuità  coi  prolungamenti 
delle  cellule  circostanti  e  a  carioplasma  costituito  da  numerosi 
nuclei  addossati  assieme  ma  indipendenti,  disposti  a  mora,  o  fra 
loro  connessi  a  mezao  di  sottilissimi  filamenti  di  sostanza  croma- 
tica, intensamente  colorati  e  nei  quali  si  scorgono  nettamente  re- 
ticolo e  blocchetti  cromatici,  elementi  che  per  la  loro  singolare 
forma  abbiamo  dato  loro  il  nome  di  cellule  a  cometa  ; 

e)  elementi  voluminosi  a  citoplasma  irregolarmeete  triango- 
lare o  poligonale  omogeneo,  di  rado  granuloso,  con  prolungamenti 
grossi  e  corti,  che  si  dipartono  dagli  angoli  del  corpo  cellulare  e 
si  anastomizzano  con  quelli  delle  cellule  vicine  e  a  nucleoplasma 
unico,  rotondo  od  ovoidale,  molto  cromatico  e  nel  quale  sono  evi- 
dentissimi il  reticolo  ed  i  blocchetti  cromatici,  analoghi  a  quelli  da 
da  noi  descritti  nella  glia  sinciziale  ; 

elementi  più  grossi  dei  precedenti,  a  citoplasma  irregolar- 
mente triangolare,  pentagonale  o  poligonale,  omogeneo,  ialino,  da 
cui  si  dipartono  prolungamenti,  grossi  e  sottili  o  corti  e  lunghi, 
con  nucleo  unico,  grosso,  rotondo,  ovoidale  o  bitorzoluto,  in  cui  si 
scorgono  bene  differenziati  il  reticolo  ed  i  blocchetti  cromatici  o 
con  più  nuclei  di  varia  forma  e  dimensione  nei  quali  la  tessitura 
cromatica  è  evidentissima; 

Ti)  elementi  di  dimensioni  molto  varie,  sempre  grandi,  spesso 
giganteschi,  costituiti  da  protoplasma  omogeneo,  granuloso  o  va- 
cuolare, rotondo,  piriforme  od  ovoidale  nei  quali  il  nucleo  è  man- 
cante del  tutto  0  si  intravede  appena  essendo  completamente  sco- 
lorato ; 
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0)  elementi  nei  quali  non  si  vede  altro  che  un  nucleo  che 
presenta  le  forme  più  svariate  il  quale  è  privo  assolutamente  di 
protoplasma  ; 

1)  elementi  a  citoplasma  rotondeggiante  od  ovale  di  volume 
variabile,  granuloso,  da  cui  si  dipartono  numerosi  prolungamenti 
lunghi  e  sottili,  talvolta  un  po'  grossi,  a  direzione  raggiata,  per  la 
maggior  parte  rettilinei,  alcuni  però  sono  anche  ondulati,  non 
ramificati  il  più  delle  volte,  talvolta  però  hanno  numerose  rami- 
ficazioni lunghe  e  sottili  a  nucleo  rotondeggiante  od  ovoidale,  non 
troppo  grosso,  per  lo  più  unico  e  mai  intensamente  colorato,  ele- 
menti identici  alle  cellule  aracniformi  od  agli  astrociti  descritti 
nella  glia  del  tipo  Grolgi  ; 

/.)  finalmente  elementi  a  protoplasma  ipermegalico  od  ultragi- 
gantesco e  multiforme  e  a  nucleoplasma  unico  o  multiplo,  enorme- 
mente ipertrofico,  che  per  differenziarli  dalle  comuni  cellule  giganti 
li  abbiamo  chiamati  cellule  iiltraipertrofiche  od  ipermegaliche. 

Accanto  ;i  questi  diversi  tipi  di  cellule  di  provenienza  indubbia- 
mente nevroglica,  nella  glia  pleomorfocellulare  si  trovano  parecchi 
elementi  di  origine  mesenchimatica  derivati  dal  sangue,  dalle  pareti 
dei  vasi  sanguigni,  dalle  guaine  avventiziali  degli  stessi  vasi  e  dalle 
cellule  delle  pie  meningi.  Questi  elementi  sono:  le  cellule  avventiziali, 
ossia  elementi  a  carioplasma  rotondeggiante  od  ovale,  a  nucleo  unico, 
rotondo  od  ovale,  posto  centralmente,  di  rado  eccentricamente,  ricco 
di  granuli  cromatici  ;  le  cellule  granulose,  ossia  elementi  a  pro- 
toplasma irregolarmente  rotondeggiante  nel  quale  sono  contenuti 
numerosi  granuli  e  a  carioplasma  piccolo,  rotondo  poco  croma- 
tico ed  eccentrico  ;  le  cellule  reticolate,  o  elementi  a  citoplasma 
irregolarmente  rotondo  od  ovale,  vacuolizzato  e  i  vacuoli  separati 
da  strie  che  conferiscono  un  aspetto  reticolare  al  protoplasma  e  a 
nucleo  piccolo,  rotondo  e  poco  colorato  ;  le  cellule  fibroblastiche  ; 
e  finalmente  le  cellule  leucocitarie. 

Al  microscopio  la  glia  pleomorfocellulare  mostra  come  in  al- 
cuni punti  prevalgano  alcune  forme  di  elementi,  in  altri  altre  ;  in 
certe  località  poi  si  trovano  commisti  tutti  i  vari  tipi  di  cellule 
descritte.  Moltissimi  degli  elementi  trovansi  in  rapporto  scambie- 
vole a  mezzo  dei  rispettivi  prolungamenti  che  può  essere  tanto  di 
semplice  contatto,  risultandone  un  falso  reticolo  ;  quanto  di  conti- 
nuità o  di  vera  anastomosi  da  cui  emerge  il  sincizio.  Il  quale,  non 
è  dato  unicamente  dall'intima  reciproca  fusione  dei  prolungamenti 
protoplasmatici  delle  grosse  cellule  gliomatose  a  protoplasma  irrego- 
larmente triangolare  o  poligonale,  ma  altresì  dalle  fibrille  che  si  dif- 
ferenziano dai  prolungamenti  di  queste  cellule  e  di  altre  cellule  a 
un  dipresso  della  stessa  forma,  le  quali  però  sono  alquanto  più 
grosse.  Nei  preparati  colorati  all'indopicrocarminio,  nei  quali  le  fi- 
brille appaiono  nettamente  colorate  in  verde,  si  rileva  che  queste 
procedendo  dai  prolungamenti  e  dal  corpo  di  grandi  cellule  glioma- 
matose,  si  auastomizzano  fra  loro  e  formano  un  reticolo  a  maglie 
molto  piccole,  venendo  cosi  a  rafforzare  il  grosso  reticolo  sinciziale. 
In  altre  località,  le  fibrille  rese  libere  non  generano  nessun  reticolo, 
ma  si  addossano,  senza  prendere  alcun  rapporto  tranne  quello  di 
semplice  contatto,  al  corpo  cellulare  degli  elementi  che  vi  si  trovano. 
In  altri  punti  finalmente,  non  esiste  alcun  sincizio  e  vi  è  mancanza 
assoluta  di  fibrille  ;  e  in  tal  caso  la  glia  è  formata  da  cellule  ro- 
tonde piccolissime  a  nucleo  intensamente  colorato,  che  possiamo 
chiamare  indifferenti,  e  da  cellule  ovoidali  o  piriformi  pure  a  nucleo 
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rotondo  intensamente  colorato,  prive  di  prolungamenti,  stipate  at- 
torno a  cellule  fusate,  piriformi,  triangolari,  poligonali,  ecc..  di 
grandi  dimensioni  a  nucleo  unico  o  multiplo,  ovvero  insinuate  nel 
citoplasma  e  nel  carioplasma  di  cellule  grandissime  che  abbiamo 
chiamato  ultragiganti  e  la  cui  descrizione  daremo  più  innanzi.  Le 
cellule  che  si  vedono  insinuate  nel  citoplasma  e  nel  carioplasma 
delle  cellule  gliomatose  gigantesche,  sono  quelle  che  abbiamo  detto 
rientrare  nel  primo  e  nel  secondo  tipo  e  che  trovansi  altresì  all'in- 
torno o  nell'interno  tanto  delle  masse  protoplasmatiche  prive  di 
nucleo  o  con  nucleo  completamente  scolorato,  quanto  dei  nuclei 
privi  di  protoplasma  ;  esse  perciò  compiono  un  officio  fagocitarlo, 
e  riscontrandosi  attorno  ai  vasi  sanguigni  possono  facilmente  scam- 
biarsi colle  cellule  avventiziali,  non  mai  però  coi  leucociti  dai  quali 
si  differenziano  per  la  forma  del  nucleo  che  non  è  mai  cosi  pleo- 
morfo  come  nei  linfociti.  In  certe  sezioni  colorate  con  indopicrocai"- 
minio,  questi  elementi  appaiono  circondati  da  numerose  fibrille  le 
quali,  non  sempre  è  possibile  vedere  che  provengano  dal  citoplasma 
e  dai  prolungamenti  degli  elementi  voluminosi  della  glia,  come  si 
constata  in  quelle  località  nelle  quali  prevale  la  disposizione  a  sin- 
cizio, ma  si  rileva  invece  che  queste  fibrille  sono  indipendenti  dagli 
elementi  gliomatosi.  Un  fatto  interessante  nello  studio  di  questa 
glia  è  il  seguente  :  che  gli  elementi  del  primo  e  del  secondo  tipo  ed 
anche  quelli  a  protoplasma  piramidale  o  poligonale,  o  fusate,  ecc., 
si  riproducono  tutti  quanti  in  una  sola  maniera,  sempre  per  amitosi 
e  mai  per  citodieresi. 

La  caratteristica  però,  per  la  quale  la  glia  pleomorfocellulare  in 
questi  archiblastomesenchimomi  presenta  un'architettura  istologica 
tutta  sua  particolare,  la  quale  fino  ad  oggi,  che  da  noi  si  sappia, 
non  trova  riscontro  che  unicamente  in  un  glioma  descritto  dal  Lugaro, 
va  ricercata  nell'esistenza,  in  numero  veramente  ingente,  di  quelle 
singolari  cellule  ultragiganti,  che  nell'enumerazione  dei  tipi  cellu- 
lari, abbiamo  compreso  nell'ultimo.  Sono  elementi  a  protoplasma  e 
a  'nucleo  ultraipertrofici,  molto  verosimilmente  in  seguito  a  ipertrofia 
degenerativa,  le  cui  principali  varietà  abbiamo  riprodotto  nelle  an- 
nesse tavole  a  fortissimo  ingrandimento  per  due  ragioni  :  primo,  per 
dare  un'esatta  idea  di  queste  forme  specialissime,  delle  quali,  nessuna 
descrizione,  per  quanto  dettagliata,  sarà  mai  nel  caso  darci,  quanto 
una  figura  ;  secondo,  perchè  nulla  meglio  di  ingrandimenti  fortissimi 
nell'indagine  istologica,  potranno  mai  fare  emergere  tutte  le.  moda- 
lità, che  offrono  all'occhio  dell'osservatore  i  processi  di  ipertrofia 
degenerativa,  cui  può  andare  incontro  la  cromatina  nucleare  nelle 
cellule  neoplastiche  in  genere  ed  in  ispecie  in  quelle  dei  carcinomi 
del  sistema  nervoso. 

II  citoplasma  di  questi  elementi  che  abbiamo  chiamato  iperme- 
galici  od  ultraipertrofici  è  di  forma  svariatissima  :  irregolarmente 
rotondo,  ovoidale,  fusato,  asimmetrico,  triangolare,  quadrangolare, 
piriforme;  a  margini  irregolari  e  seghettati,  per  lo  più  irregolarmente 
spinosi  o  munito  di  tre  o  quattro  o  più  prolungamenti,  lunghi  e 
tozzi  che  rimangono  unici,  oppure  si  dicotomizzano,  di  aspetto  omo- 
geneo, completamente  ialino,  tal'altra  schiumoso,  granuloso  o  vacuo- 
lizzato  ;  di  dimensione  da  superare  talvolta  di  quattro  o  cinque  volte 
la  grandezza  di  una  cellula  gigante  tubercolare  o  quella  di  un  sar- 
coma delle  ossa. 

Il  carioplasma  è  così  multiforme  che  una  descrizione  dettagliata 
e  completa  di  tutte  le  varietà  non  è  assolutamente  possibile.  Sono 
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rare  le  formi  polinucleate,  mentre  le  mononucleate  sono  in  preva- 
lenza e  in  questo  caso  il  nucleo  risulta  :  o  di  un'enorme  massa  cro- 
matica conformata  nel  modo  più  strano,  o  ad  anello,  o  a  verme;  ov- 
vero di  una  massa  cromatica  suddivisa,  rimanendo  ciascuna  porzione 
connessa  con  la  principale  a  mezzo  di  filamenti  cromatici  di  lun- 
ghezza, spessore,  direzione  e  forma  variabilissimi,  così  che  la  massa 
principale,  in  grazia  di  queste  sue  connessioni  con  le  masse  secon- 
darie, mentre  continua  a  rappresentare  un  nucleo  unico,  conferisce 
a  sè  stessa  la  morfologia  più  varia  e  presentandosi  in  conseguenza, 
ora  sotto  l'aspetto  di  nucleo  floreale,  ora  di  nucleo  a  ninfea  o  a 
pianta  acquatica,  ora  di  nucleo  ad  ali  di  farfalla  o  di  insetto,  ora 
di  nucleo  in  forma  di  polipo,  ora  di  grappolo,  ora  finalmente  di 
nucleo  ad  ammassi  informi  di  cromatina  per  i  quali  è  molto  difficile 
trovare  i  termini  di  confronto. 

Possono  questi  elementi  ritenersi  viventi  ?  La  grandissima  mag- 
gioranza no;  e  ciò  si  desume:  dalla  colliquazione  della  sostanza 
cromatica  nucleare  per  la  quale  questa  sostanza  ha  perduto  qualsiasi 
tessitura,  e  dalla  presenza  nel  citoplasma  e  nel  carioplasma  loro  di 
numerosissimi  elementi  di  varia  derivazione  che  non  possiamo  consi- 
derare, nè  come  cellule  di  formazione  endogena  come  riterrebbero 
Arnold  Werner,  Schottlander,  ecc.;  nè  come  cellule  fagocitate  dalla 
cellula  ultragigante  come  sarebbero  di  avviso  Metchnikoff,  Yan 
der  Stricht,  Denys,  Corni  1,  ecc.  Le  cellule  incluse  sono  elementi  pe- 
netrati nella  cellula  ultragigante  per  fagocitarla,  perchè  questa 
cellula  stante  la  sua  cessata  vitalità,  non  è  più  nel  caso  di  of- 
frire resistenza.  Gli  elementi  che  compiono  il  fagocitismo  sono 
tanto  di  natura  nevroglica  quanto  di  natura  mesenchimatica  ;  i  primi 
sono  dati  dalle  piccole  cellule  della  nevroglia  o  cellule  indiffe- 
renti; i  secondi  dai  linfociti  e  dalle  cellule  avventiziali.  Alcuni  riten- 
gono che  anche  le  cellule  granulose  e  le  reticolate  compiano  un 
officio  fagocitarlo,  cosa  che  non  emerge  affatto  dalle  nostre  indagini 
sopra  numerosi  gliomi  del  cervello  e  del  cervelletto.  Il  fagocitismo 
non  pare  sia  esercitato  indistintamente  in  qualunque  di  queste  cel- 
lule ultragiganti  ;  poiché,  come  provano  le  figure  annesse,  sembra 
che  si  esplichi  soltanto  in  quelle  in  cui  il  processo  colliquativo 
del  nucleo  è  spinto  all'ultimo  grado,  le  quali  perciò  si  possono 
considerare  come  ammassi  di  citoplasma  e  di  carioplasma  morto; 
e  non  già  in  quelle  nel  cui  nucleo  si  scorge  una  tessitura  che  in- 
dichi vitalità  della  sostanza  cromatica  e  dove  esistono  segni  non 
dubbi  di  moltiplicazione  diretta  e  di  frammentazione  indiretta. 
Si  vedono  infatti  cellule  ultragiganti  che  presentano  come  un'in- 
vaginazione della  membrana  nucleare  in  seguito  alla  quale,  gran 
parte  della  massa  nucleare  principale,  dà  origine  a  numerosi 
frammenti  di  sostanza  cromatica  di  varia  forma,  i  quali,  o  riman- 
gono uniti  alla  massa  principale,  mediante  filamenti  cromatici 
oppure  da  questa  si  distaccano,  riproducendo  così  la  caratteristica 
frammentazione  indiretta  descritta  da  Arnold;  si  osservano  altre 
cellule  nelle  quali  il  nucleo  forma  un  anello,  il  quale,  dopo  essersi 
scontinuato  in  un  punto,  si  divide  in  altri  punti  producendo  nume- 
rosi frammenti  di  sostanza  cromatica  nel  senso  indicato  da  Flem- 
ming;  esistono  altre  cellule  finalmente  nelle  quali  si  rilevano  evi- 
dentissimi accenni  della  così  detta  carioschissi  di  Podwyssotzki. 

Tutte  queste  forme  di  frammentazione  indiretta  si  rilevano  con 
maggiore  o  minore  evidenza  negli  elementi  ultragiganti  di  questi 
archiblastomesenchimomi  :  ma  per  quanto  si  ricerchi,  nessuna  fram- 
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mentazione  nucleare  è  mai  seguita  dalla  scissione  del  citoplasma  e 
conseguentemente  dalla  formazione  di  cellule  figlie.  La  fase  ultima 
della  frammentazione  è  data  dall'ulteriore  ipertrofia  della  sostanza 
nucleare,  sotto  la  cui  spinta  si  ha  l'enorme  ipertrofia  degenerativa 
del  citoplasma,  a  cui  segue,  la  degenerazione  colliquativa  del  nucleo, 
e  in  ultimo  l'invasione  del  nucleo  e  del  protoplasma  da  parte  di 
cellule  vitali  per  compierne  la  distruzione  per  fagocitismo.  Queste 
cellule  dunque  non  sarebbero  di  origine  sinciziale,  ma  di  origine 
ipertrofica,  causa  l'ipertrofia  degenerativa  del  carioplasma  sotto  la 
cui  influenza  è  intervenuta  quella  del  citoplasma.  Avvenuta  la  di- 
visione diretta  o  la  frammentazione  indiretta  del  nucleo  della  cel- 
lula ultragigante,  e  poiché,  come  si  è  detto,  a  questa  scissione  non 
partecipa  mai  il  citoplasma,  i  nuclei,  spesso  rompono  le  loro  connes- 
sioni con  la  massa  nucleare  principale  emigrando  all'esterno  del 
protoplasma  ed  ottenendosi  in  tal  guisa  :  o  masse  protoplasmatiche  di 
forma  rotonda,  ovoidale  o  piriforme  prive  di  nucleo,  o  masse  nucleari 
prive  del  rivestimento  protoplasmatico;  le  une  e  le  altre  poi  vanno 
incontro  alla  distruzione  per  colliquamento  e  per  fagocitismo.  Tal- 
volta le  masse  protoplasmatiche  prive  di  nucleo  non  sono  determi- 
nate dalla  fuoriuscita  del  carioplasma,  ma  dalla  sparizione  della 
sostanza  cromatica,  per  cui  il  nucleo  può  rimanere  completamente 
invisibile,  pur  rimanendo  nell'interno  del  protoplasma,  o  visibile 
appena,  se  la  distruzione  della  cromatina  ancora  non  è  avvenuta 
intieramente. 

La  causa  di  quest'enorme  ipertrofia  cellulare,  a  nostro  credere,  sa- 
rebbe indissolubilmente  legata  a  questi  due  fattori  :  alla  natura  dello 
stimolo  specifico,  sotto  cui  le  cellule  della  nevroglia  hanno  iniziato  la 
proliferazione  anaplastica,  ed  alla  natura  dell'ambiente,  nel  quale 
queste  cellule  hanno  sottostato  all'influenza  modificatrice  dello  sti- 
molo e  si  sono  trasformate  in  carcinomatose.  Per  quel  che  riflette 
l'influenza  dello  stimolo  specifico  sull'ipertrofia  cellulare  non  è  ne- 
cessario che  si  insista  ulteriormente.  Dove  c'è  stimolo,  particolarmente 
di  natura  infettiva  e  quindi  infiammatoria,  ivi  esistono  ipertrofia  ed 
iperplasia  ;  le  due  funzioni  cellulari  più  culminanti  e  che  in  sè  perso- 
nificano 0  incardinano  il  fondamento  della  reazione  defensionale  del- 
l'organismo ospite  contro  i  microrganismi  patogeni  e  le  loro  toxine 
nell'evolversi  di  ciascun  processo  infettivo  od  inifammatorio.  Nel 
caso  attuale,  salvo  le  modalità  inerenti  alla  diversità  del  processo 
infettivo  od  infiammatorio,  dobbiamo  pensare:  che  il  costituirsi  della 
cellula  ultragigante  sia  dovuto  in  gran  parte  alla  ipertrofia  reattiva 
assunta  dalla  cellula  coU'obbiettivo  di  compiere  una  funzione  defen- 
sionale, analogamente  a  quanto  si  verifica  nei  vari  processi  infettivi 
od  infiammatori  e  singolarmente  granulomatosi,  allorquando  viene 
o  costituirsi  la  cellula  gigante  sia  essa  di  origine  sinciziale  che  iper- 
trofica. 

In  quanto  alla  natura  dell'ambiente  e  alla  sua  influenza  sul  co- 
stituirsi della  cellula  ultragigante  diciamo:  che  tale  ambiente  non 
può  in  alcun  modo  ritenersi  estraneo,  a  tale  ipertrofia  date  le  sostanze 
che  entrano  nella  composizione  chimica  dei  tessuti  dei  centri  nervosi. 
L'altissimo  potere  nutritivo  di  queste  sostanze  chimiche  (lecitina,  mie- 
lina,  cerebrina,  fosfati,  ecc.),  deve  avere  cooperato  all'enorme  ipertro- 
fia cellulare,  il  quale,  dopo  essere  stato  la  causa  di  una  sovrabbondante 
produzione  di  cromatina  nel  nucleo  e  avere  determinato  il  considere- 
vole aumento  di  volume  delle  masse  cromatiche,  cioè  a  dire  il  loro  ri- 


gonfiamento,  a  un  tale  grado  che  il  nucleo  ipercromatico  e  rigonfiato 
Tiene  ad  occupare,  in  alcuni  casi,  l'intiero  citoplasma,  ha  finito  per 
determinare  la  necrosi  dell'elemento  per  eccesso  di  nutrizione  ossia 
per  ipertrofia  degenerativa.  Questa  forma  così  enorme  di  ipertrofia 
cellulare,  si  può  dire,  che  è  esclusiva  delle  neoplasie  dei  centri  ner- 
vosi e  difficilmente  la  si  osserva,  nello  stesso  grado,  in  altri  tessuti 
dell'organismo,  se  facciamo  astrazione  dei  tessuti  ©varici  e  testico- 
lari, che  rientrano  nella  categoria  degli  archiblastomesenchimomi 
ovo-spermioblastici  od  ovo-spermiogonici,  come  sarebbero  i  corio- 
epiteliomi  primitivi,  nei  quali  si  trovano  cellule  in  preda  ad  iper- 
trofia degenerativa  che  in  dimensione  non  si  appalesano  inferiori 
a  quelle  che  si  rilevano  in  alcune  neoformazioni  dei  centri  nervosi. 

Sono  da  ritenersi  le  cellule  ipermegalicbe  tutte  di  origine  ne- 
vroglica  e  il  risultato  di  un  processo  ultraipertrofico  del  citoplasma 
e  del  carioplasma,  ovvero  si  può  pensare  che  alcune  riconoscano 
una  genesi  mesenchimatica  e  vanno  considerate  come  il  prodotto 
di  un  sincizio  del  protoplasma  e  del  nucleo  di  elementi  di  varia 
derivazione?  Che  tali  cellule  ipermegalicbe  siano  in  prevalenza  di 
origine  nevroglica,  non  c'è  alcun  r.ubbio  :  vi  sono  molte  però  la 
cui  genesi  deve  essere  riportata  ai  linfociti  ed  alle  cellule  sarco- 
matose.  La  differenza  che  intercede  fra  le  cellule  giganti  di  origine 
leucocitaria  o  sarcomatosa  e  quelle  di  genesi  nevroglica  risiede  in 
ciò:  che  le  prime,  sono  sempre  di  dimensione  più  piccola  e  pos- 
seggono un  protoplasma  costantemente  privo  di  prolungamenti  o 
di  seghettature  e  un  nucleo  ipercromatico  dove  ogni  accenno  a  tes- 
situra, per  avanzato  dissolvimento  della  sostanza  cromatica,  è  scom- 
parso e  dove  non  si  rileva  mai  alcun  accenno  alla  moltiplicazione 
sia  per  scissione  diretta,  sia  per  frammentazione  indiretta  ;  mentre 
le  seconde,  sono  costantemente  nella  grande  maggioranza  dei  casi 
di  dimensioni  ultragiganti,  nelle  quali  il  protoplasma  è  quasi 
sempre  seghettato  o  munito  di  prolungamenti  che  talvolta  si-dico- 
tomizzano  e  il  nucleo  mostra  il  più  delle  volte  evidentissimi  segni 
di  moltiplicazione  amitotica,  la  quale,  come  si  è  detto,  non  giunge 
mai  alla  formazione  di  cellule  figlie.  Ma  fra  le  cellule  ipermega- 
licbe di  derivazione  gliomatosa  e  quelle  di  provenienza  mesenchi- 
matica c'è  un'altra  differenza  ancora  ed  è  :  che  le  prime,  sono  quasi 
sempre  il  prodotto  dell'esagerata  ipertrofia  del  citoplasma  e  del 
carioplasma,  e  pochissime  sono  da  attribuirsi  alla  coalesconza  e 
consecutiva  fusione  del  protoplasma  di  più  cellule  e  poscia  dei  loro 
nuclei  ;  mentre  le  seconde,  appaiono  tutte  derivate  dalla  fusione 
del  citoplasma  e  del  carioplasma  di  più  cellule. 

I  vasi  nella  glia  pleomorfocellulare  sono  molto  numerosi,  hanno 
un  decorso  serpiginoso  e  spesso  appaiono  ramificati.  Alcuni  sono 
forniti  di  un  lume  molto  ampio,  non  proporzionale  alla  sottigliezza 
della  parete  e  sono  pieni  di  sangue  ;  altri  posseggono  un  lume 
anche  molto  largo  ma  ad  ampiezza  variabile  nei  diversi  segmenti 
del  vaso.  La  grande  maggioranza  delle  arterie  ha  le  pareti  iper- 
trofiche per  un  processo  di  arterite  il  quale,  in  alcune  è  così  mai 
notevole,  che  il  vaso  rimano  completamente  atresico.  Questi  pro- 
cessi di  atresìa  vasaio  si  rilevano  anche  nelle  vene  e  nei  capillari. 
Numerosi  vasi  appaiono  trombizzati  e  in  vari  esiste  l'inizio  della 
canalizzazione  del  trombo.  I  fatti  che  si  osservano  in  immediata 
prossimità  dei  vasi  sono  molto  interessanti  e  appaiono  di  triplice 
ordine  :  i  primi,  hanno  attinenza  cogli  elementi  che  si  originano 
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dalla  proliferazione  delle  cellule  che  formano  la  membrana  esterna 
della  parete  rasale  e  dalla  moltiplicazione  delle  cellule  che  costitui- 
scono il  connettivo  perivascolare  ;  i  secondi,  si  riferiscono  ai  feno- 
meni che  si  osservano  nell'endotelio  dai  quali  poi  procede  la  neofor- 
mazione vasale  ;  i  terzi  finalmente,  vanno  riportati  alle  relazioni  che 
si  stabiliscono  fra  la  parete  vascolare  e  le  cellule  della  nevroglia. 

La  proliferazione  delle  cellule  delle  pareti  vasali  e  di  quelle  della 
membrana  perivascolare  dà  luogo  alla  formazione  di  cellule  avven- 
tiziali  e  di  fibroblasti.  Le  cellule  avventiziali  derivate  da  tale  pro- 
liferazione, o  si  raccolgono  attorno  al  vaso  in  forma  di  manicotto 
irregolare  ;  o  si  allontanano  dalla  parete  vascolare  e  si  insinuano  in 
mezzo  agli  elementi  costituenti  la  neoplasia  confondendosi  colle 
giovani  cellule  gliomatose  piccole  e  rotonde,  le  quali,  essendo 
sfornite  di  prolungamenti,  difficilmente  si  differenziano  dalle  cel- 
lule avventiziali  le  quali  a  loro  volta  posseggono  un  corpo  cellu- 
lare piccolo  e  rotondo  senza  prolungamenti  e  hanno  un  nucleo 
sferico.  Le  cellule  avventiziali  possono  presentare  ancora  un  cito- 
plasma molto  allungato  ed  un  nucleo  ovoidale  e  anche  sotto  questo 
aspetto  le  vediamo  raccogliersi  attorno  alla  parete  vasale  in  forma 
di  manicotto.  Dalle  cellule  avventiziali  traggono  origine  le  cellule 
granulose  e  le  cellule  reticolate,  le  quali  ultime,  a  quanto  emerge 
dalle  nostre  indagini,  non  sono  dotate  di  proprietà  fagocitarle.  Noi 
infatti  abbiamo  veduto  nel  citoplasma  e  nel  nucleoplasma  delle 
cellule  ultraipertrofiche  od  ipermegaliche,  oltre  ai  leucociti  ed  ai 
giovani  elementi  della  glia  o  cellule  indifferenti,  altresì  le  cellule 
avventiziali;  le  granulose  e  le  reticolate,  ma  queste  due  ultime 
forme,  contrariamente  a  qtianto  abbiamo  rilevato  nelle  precedenti, 
presentavano  tutte  le  stigmate  della  degenerazione,  il  che  ci  auto- 
rizza a  dire  :  che  la  funzione  fagocitarla  nelle  cellule  granulose  e 
reticolate  se  non  è  del  tutto  assente,  è  almeno  di  gran  lunga  infe- 
riore a  quella  posseduta  dai  leucociti  e  dalle  piccole  cellule  della 
glia  prive  di  prolungamenti.  Le  cellule  granulose  e  reticolate  a 
nostro  avviso  non  hanno  alcun  potere  fagocitarlo,  e  ciò  in  antitesi 
a  quanto  afferma  il  Bonome. 

La  proliferazione  vasale  è  molto  considerevole  nell'area  della 
glia  pleomorfocellulare.  Nei  vasi  la  cui  parete  è  data  unicamente 
da  endotelio,  da  una  o  più  cellule  delle  pareti,  a  protoplasma  molto 
ingrossato  e  a  nucleo  anche  esso  molto  voluminoso  unico  o  doppio, 
traggono  origine  uno  o  più  blocchetti  o  gettoni  di  protoplasma, 
ogni  cellula  non  si  genera  mai  più  di  un  gettone,  in  forma  di  cel- 
lule allungate  con  estremità  affusolate  e  munite  di  nucleo,  gettoni 
i  quali,  rimanendo  attaccati  alle  pareti  del  vaso  da  cui  originarono, 
dopo  essersi  allungati  o  spinti  in  varie  direzioni,  interviene  la 
rarefazione  del  loro  protoplasma,  alla  quale  fa  seguito  la  canaliz- 
zazione e  in  ultimo,  nel  canale  neoformato  compaiono  gli  elementi 
figurati  del  sangue.  A  questi  blocchetti  o  gettoni  di  protoplasma 
si  uniscono  altri  i  quali,  alla  loro  volta  allungandosi  e  canalizzan- 
dosi dànno  luogo  a  formazioni  tubolari  che  sono  i  veri  vasi.  Quando 
la  proliferazione  endoteliale  è  molto  copiosa,  da  ogni  parte  si  ve- 
dono procedere  dei  tubolini  che  dirigendosi  in  ogni  senso  e  fra  di 
loro  anastomì/zandosi  vengono  a  costituire  una  rete  capillare.  In 
certe  località  a  un  dipresso  vediamo  intervenire,  quanto  abbiamo 
descritto  parlando  del  tessuto  angiomatoso,  poiché  fra  i  singoli  tu- 
buli della  rete,  migrando   i  linfociti,   le  cellule  avventiziali  ed  i 
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fibroblasti,  e  trasformandosi  in  fibrocellule  connettivali,  si  ha  la 
genesi  del  tessuto  stromatico  che  fa  da  sostegno  al  reticolo.  In 
queste  contingenze,  le  pareti  dei  tubuli  vasali  si  ispessiscono.  il 
loro  lume  si  fa  più  ampio,  e  noi  assistiamo  alla  formazione  di  un 
vero  tessuto  cavernoso,  identico  a  quello  descritto  nel  tessuto  an- 
giomatoso. 

Per  quel  che  riflette  i  rapporti  che  intercedono  fra  la  parete 
vascolare  e  le  cellule  gliomatose,  si  può  dire  che  nel  glioma  a  un 
dipresso  avviene  quanto  si  rileva  nel  sarcoma,  singolarmente  fuso- 
cellulare;  si  ha  non  solo  l'attività  della  proliferazione  neoplastica 
sempre  in  direzione  del  vaso,  ma  altresì  un  commercio  diretto  fra 
parete  vascolare  ed  elemento  gliomatoso.  Molto  verosimilmente, 
tale  orientarsi  degli  elementi  gliomatosi  attorno  alla  parete  a  asale, 
e  siffatto  loro  rapporto  diretto  con  la  stessa  parete,  a  mezzo  dei 
loro  prolungamenti  protoplasmatici  e  delle  loro  fibrille,  va  ricercato 
nella  contingenza  che  le  cellule  neoplastiche  abbisognano  di  molto 
materiale  nutritizio  per  vivere.  Ora  nessuna  sorgente  di  materiale, 
nutritizio  è  mai  nel  caso  di  eguagliare  quella  che  può  porgere  un  vaso 
sanguigno  e  per  conseguenza,  nessuna  maniera  più  adatta  di  usufruire 
largamente  e  direttamente  di  tale  sorgente  nutritizia,  che  ponendosi 
attorno  al  vaso  che  ne  è  il  portatore,  e  mettendosi  in  diretta  comu- 
nicazione colla  parete  a  mezzo  dei  prolungamenti  protoplasmatici. 
Secondo  il  Grolgi,  il  rapporto  delle  cellule  nevrogliche  a  mezzo  dei 
loro  iDrolungamenti  colle  pareti  vascolari  è  un  fatto  che  si  osserva 
normalmente  nei  tessuti  dei  centri  nervosi.  Questo  rapporto,  noi 
l'abbiamo  sempre  osservato  nei  tessuti  gliomatosi  e  del  caso  attuale 
possiamo  dire:  che  l'abbiamo  rilevato  in  ciascun  vaso,  sia  pervio 
che  impervio  per  trombosi  o  atresia  consecutiva  a  proliferazione 
ostruente  degli  elementi  delle  pareti  ;  soltanto  nei  vasi  circondati 
da  un  manicotto  di  elementi  connettivali  provenienti  dalla  prolife- 
razione delle  cellule  delle  pareti  o  di  quelle  delle  guaine  periva- 
scolari,  non  fummo  in  grado  di  mettere  in  evidenza  gli  anziaccen- 
nati  rapporti  delle  cellule  gliomatose  a  mezzo  dei  loro  prolunga- 
menti  protoplasmatici  colla  parete  vascolare. 

La  som  di  acci-escimento  o  evolutiva  od  incadente  che  chiamare  si 
voglia,  è  data  da  quei  tessuti  di  sostanza  bianca  cerebrale  inter- 
posti fra  la  zona  pleomorfa  o  neoplastica  propriamente  detta  e  il 
tessuto  nervoso  normale  ;  ed  occupa  quelle  porzioni  di  tessuto 
che  abbiamo  chiamato  macroscopicamente  fisiologico,  e  nel  quale 
istologicamente  si  sono  rilevati  importanti  modificazioni  e  deterio- 
ramenti a  carico  degli  elementi  cellulari  costitutivi,  il  cui  attento 
esame,  ci  porgerà  il  destro  non  solo,  di  ricostruire  approssimativa- 
mente la  patogenesi  di  questi  archiblastomesenchimomi  metaplastici 
ma  altresì,  di  stabilire,  con  quasi  la  certezza  di  essere  nel  vero,  la 
sede  nella  quale  presumibilmente  hanno  iniziata  la  loro  evoluzione 
i  carcinomi  la  cui  descrizione  istologica  abbiamo  dato  nelle  pagine 
che  precedono.  Per  queste  considerazioni  sarebbe  più  opportuno  chia- 
mare questa  zona,  anziché  di  accrescimento  o  evolutiva  od  inva- 
dente, semplicemente  iniziale. 

All'esame  del  tessuto  cerebrale  macroscopicamente  normale,  li- 
mitrofo alla  zona  neoplastica  propriamente  detta,  da  noi  denominata 
zona  iniziale,  si  rileva  :  come  questo  tessuto  risulti  formato  dalla 
sostanza  bianca  dei  lobi  frontale  o  temporo-sfenoidale  e  che  le  sue 
cellule  costitutive  offrono  notevolissime  alterazioni  le  quali  vanno 
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a  grado  a  grado  aumentaado  o  dimiaueado,  a  seconda  che  ci  vol- 
giamo nella  direzione  della  corteccia  od  in  quella  della  zona  neo- 
plastica propriamente  detta.  Siffatte  alterazioni  e  modificazioni 
morfologiche  negli  elementi  cellulari  costituenti  la  compagine  della 
sostanza  bianca  e  grigia,  ci  permettono,  da  una  parte,  di  intendere 
la  genesi  di  tutte  le  varietà  di  elementi  gliomatosi  e  singolarmente 
di  quelle  forme  cellulari  ipermegaliche  od  ultraipertrofiche  avanti 
descritte  ;  dall'altra,  di  escludere  qualsiasi  compartecipazione  delle 
cellule  piramidali  nel  costituirsi  dei  vari  elementi  neoplastici. 

Che  le  cellule  nervose  della  corteccia  e  particolarmente  le  grandi 
cellule  piramidali  non  abbiado  preso  parte  alcuna  nella  genesi 
delle  cellule  di  questi  neoplasmi  complessi  e  perciò,  nessuna  delle 
forme  cellulari  delle  tante  e  varie  che  li  costituiscono,  possano 
ritenersi  cellule  gangliari  atipiche,  si  può  desumere  dall'osserva- 
zione dei  preparati  di  corteccia  limitrofa  alla  zona  iniziale  coloriti 
col  metodo  di  Nissl  e  con  quello  di  Weigert-Pal.  Il  metodo  Xissl 
infatti  fa  rilevare:  come  molte  delle  cellule  piramidali  dello  strato 
superiore,  medio  ed  inferiore  di  Grolgi  siano  distrutte,  non  rima- 
nendone che  resti  informi  consecutivamente  a  raggrinzimento  del 
protoplasma  e  del  nucleo,  a  dissolvimento  della  sostanza  cromatica, 
a  sparizione  del  nucleo  e  a  spezzettamento  dei  prolungamenti  proto- 
plasmatici ;  e  che  gran  parte  di  esse,  presentano  le  note  culminanti 
della  cromatolisi  nell'identico  modo  che  la  si  osserva  nella  corteccia 
colorita  col  metodo  Nissl.  Nessun  accenno  a  moltiplicazione  cellulare 
si  rileva  nei  tessuti  corticali  ;  e  gli  unici  fatti  che  si  notano  singolar- 
mente colla  colorazione  all'ematossilina  ed  eosina,  è  il  neuronofagismo 
effettuatosi  a  mezzo  dei  leucociti  e  delle  cellule  giovani  della  glia  che 
hanno  assunto  la  funzione  fagocitarla.  Colla  colorazione  di  Weigert- 
Pal  si  constata  che  tutte  le  fibre  nervose  della  corteccia:  tangen- 
ziali, sopraradiali  ed  interradiali,  quelle  della  ctria  di  Grennari  e 
le  fibre  associative  intracorticali  e  sottocorticali  sono  fortemente 
deteriorate,  presentando  le  stesse  alterazioni  descritte  dai  vari 
autori  e  da  noi  nella  corteccia  del  cervello  sede  di  neoplasmi  o  di 
processi  granulomatosi.  Colla  stessa  colorazione  si  vede  inoltre,  che 
a  mano  a  mano  che  dalla  corteccia  si  procede  verso  la  sostanza 
bianca,  e  da  questa  alle  porzioni  limitrofe  della  zona  neoplastica 
propriamente  detta,  la  distruzione  delle  fibre  nervose  si  fa  com- 
pleta, così  che  non  ne  rimane  altra  traccia  se  non  quella  data  da 
frammenti  minutissimi  di  inviluppo  mielinico. 

Esclusa  quindi  la  compartecipazione  delle  cellule  nervose  nella 
genesi  degli  elementi  neoplastici,  non  resta  che  ammettere:  che  le 
cellule  matrici  siano  state  gli  elementi  della  nevroglia  che  formano 
la  intima  tessitura  della  sostanza  bianca  ;  fatto  che,  a  nostro  cre- 
dere, può  essere  chiaramente  lumeggiato  collo  studio  accurato  delle 
alterazioni  e  delle  metamorfosi  che  si  possono  mettere  in  evidenza 
nella  zona  del  tessuto  cerebrale  macroscopicamente  normale,  che 
abbiamo  chiamata  iniziale.  Esaminando  siffatto  tessuto,  riusciamo 
a  rilevare  modificazioni  e  mutamenti  non  solo  a  carico  di  tutte  le 
varie  specie  di  cellule  preesistenti  della  glia,  ma  altresì  del  tessuto 
fondamentale  fibrillare  e  dei  vasi  sanguigni. 

Le  cellule  della  nevroglia  che  si  trovano  nella  porzione  della 
sostanza  bianca  macroscopicamente  sana,  si  presentano  sotto  i  se- 
guenti aspetti  : 

a)  nuclei  gliari  non  rivestiti  di  protoplasma  ; 
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b)  elementi  a  citoplasma  rotondo,  piccolissimo,  privo  di  prolim- 
gamenti,con  nucleo  prevalentemente  rotondo  simile  a  quello  dei  così 
detti  nuclei  gliari  e  identici  agli  elementi  che  abbiam  chiamato  cellule 
del  tipo  a  ; 

c)  elementi  a  citoplasma  ovoidale,  f usato  o  piriforme  anche 
esso  piccolo,  con  o  senza  prolungamenti,  a  nucleo  ovoidale  o  fusato, 
quasi  sempre  unico,  colorato  non  troppo  intensamente  e  con  tessi- 
tura nucleare  evidente,  che  possiamo  considerare  identici  alle 
cellule  del  tipo  §  ; 

(l)  elementi  a  protoplasma  fusato,  o  piriforme,  di  media  gran- 
dezza, con  uno,  due.  tre  o  quattro  prolungamenti  alle  estremità  ter- 
minali mai  ramificati,  e  con  nucleo  unico  o  doppio  non  molto  volu- 
minoso, non  intensamente  colorato  e  nel  cui  interno  si  scorge  un  re- 
ticolo con  sottili  blocchetti  di  cromatina  ; 

e)  elementi  finalmente  molto  A'oluminosi  a  protoplasma  omoge- 
neo o  granuloso,  fusati,  piriformi,  rotondi,  ovoidali,  irregolarmente 
piramidali  privi  di  prolungamenti,  o  con  prolungamenti  grossi,  non 
molto  lunghi,  in  numero  di  due  a  cinque,  ovvero  lunghissimi,  sottili  e 
assai  numerosi  e  talvolta  anche  ramificati  a  nucleo  unico,  grosso, 
ipercromatico  e  talvolta  picnotico,  o  doppio  in  cui  si  vede  nettissima 
la  tessitura  cromatica,  ovvero  a  nuclei  lobati  intensamente  colorati  e 
fra  loro  riuniti  a  mezzo  di  sottilissimi  filamenti  cromatici,  nuclei 
che  ricordano  molto  da  vicino  il  processo  di  moltiplicazione  per 
frammentazione  indiretta  descritto  da  Arnold. 

Le  figure  della  tavola  XIX  provano  all'evidenza  il  nostro  as- 
serto e  fanno  vedere  come  in  fondo,  le  anzidette  varietà  di  ele- 
menti derivino  dalle  due  varietà  di  cellule  che  allo  stato  normale 
costituiscono  il  tessuto  della  nevroglia,  i  nuclei  gliari  e  le  cellule 
ramificate  ;  e  che  tutte  le  diverse  specie  cellulari  della  nevroglia 
da  noi  descritte  nei  vari  tipi  di  glia  e  singolarmente  nella  glia 
pleomorfocellulare,  non  siano  altro  che  la  provenienza  indifetta, 
per  successive  trasformazioni,  delle  cellule  preesistenti  della  glia 
normale  le  quali,  sotto  l'influenza  dell'antigene  del  fattore  specifico 
dei  carcinomi,  hanno  percorso  una  via  inversa,  in  virtii  della  quale 
hanno  conseguito  a  un  dipresso  l'aspetto  morfologico  che  le  cellule 
nevrogliche  presentano  nel  corso  dei  vari  periodi  dello  sviluppo 
embrionale  del  nevrasse.  Troviamo  dunque  nell'istogenesi  di  questi 
neoplasmi  complessi,  che  gli  elementi  della  nevroglia  normale  sono 
stati  le  matrici  di  tutti  gli  elementi  nevroglici  dei  neoplasmi;  e 
che  ciò  è  avvenuto  per  un  ritorno  allo  stato  embrionale  delle 
cellule  normali,  le  quali,  raggiunto  questo  stato,  hanno  prodotto 
tutte  le  forme  di  passaggio  intercedenti  fra  le  primissime  forme 
cellulari  della  nevroglia  embrionale  e  quelle  della  nevroglia  adulta. 
Si  è  avuto  dunque  quello  che  Nissl,  Bonomo,  Lugaro.  ecc.,  chiama- 
rono ringiovanimento  degli  elementi  della  glia. 

Tale  ritorno  degli  elementi  normali  della  nevroglia  a  uno  stato 
che  morfologicamente  si  approssimi  a  quello  delle  cellule  embrio- 
nali, in  altre  parole,  questo  ringiovanirsi  degli  elementi  della  ne- 
vroglia adulta,  è  un  fatto  che  accade  costantemente,  tanto  nei  pro- 
cessi istogenetici  che  menano  al  costituirsi  di  un  glioma,  quanto 
in  quelli  che  conducono  alla  formazione  delle  gliosi  infettive  od 
infiammatorie. 

Osservando  il  tessuto  cerebrale  che  abbiamo  chiamato  macro- 
scopicamente normale,  nelle  porzioni  che  sono  alquanto  lontane 
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dalla  zona  neoplastica  propriamente  detta,  siamo  colpiti  dal  fatto 
che  molti  dei  nuclei  gliari  non  solo  si  trovano  in  evidente  fase 
di  moltiplicazione  diretta,  ma  altresì  che  la  maggior  parte  mo- 
stra attorno  un  alone  protoplasmatico  che  indica  chiaramente 
come  questi  nuclei  nudi  vadano  rivestendosi  di  un  inviluppo 
protoplasmatico.  Nelle  sezioni  ove  ciò  appare  molto  evidente  si 
rileva  che,  in  prossimità  di  questi  nuclei  gliari,  il  tessuto  fonda- 
mentale non  presenta  piii  l'aspetto  di  un  intreccio  fibrillare  for- 
mante il  caratteristico  reticolo  gliare,  ma  quello  di  un  tessuto 
povero  di  fibrille,  contenente  ammassi  di  protoplasma  granuloso, 
dalle  quali  vediamo  dipartirsi  delle  correnti  granulose  che  adden- 
sandosi attorno  ai  nuclei  nudi  ne  formano  il  rivestimento  proto- 
plasmatico. I  nuclei  gliari  che  si  sono  rivestiti  di  protoplasma, 
rappresentano  la  matrice  di  tutti  i  vari  elementi  che  abbiamo 
descritto  nelle  diverse  specie  di  tessuto  gliomatoso.  Questi  nuclei 
gliari,  dopo  essersi  rivestiti  di  protoplasma  nel  modo  come  avanti 
si  è  detto,  si  presentano  in  forma  dì  elementi  a  corpo  cellulare 
piccolissimo  privo  di  prolungamenti  e  forniti  di  nucleo  prevalen- 
temente rotondo,  rappresentando  le  vere  cellule  a  carattere  em- 
brionale avanti  accennate  ossia  le  cellule  indifferenti,  i  quali,  nel  modo 
istesso  che  durante  lo  sviluppo  fisiologico  della  nevroglia  sono  la 
matrice  di  tutte  le  cellule  che  formano  la  glia  normale  adulta,  così 
nel  corso  della  neoformazione  patologica,  dopo  essersi  ringiovaniti 
o  ricoperti  di  protoplasma,  in  altri  termini  dopo  avere  assunto  il 
carattere  embrionale,  diventano  la  sorgente  di  tutte  le  diverse  for- 
me cellulari  che  si  osservano  nella  glia  patologica. 

Da  questi  elementi  derivano,  per  successive  metamorfosi  nel 
protoplasma  e  nel  nucleo  :  le  cellule  piccole  a  protoplasma  ovoidale 
fusato  o  piriforme  con  o  senza  prolungamenti  e  a  nucleo  ovoidale 
f usato  unico  o  doppio;  le  cellule  aracni formi  od  astrociti  grandi  e 
piccoli  a  nucleo  unico  poco  cromatico  ;  le  cellule  a  protoplasma 
fusato  di  media  grandezza  con  uno,  due,  tre  o  quattro  prolunga- 
menti alle  estremità  terminali  o  senza  prolungamenti  affatto  ad 
uno  o  più  nuclei  ;  le  così  dette  cellule  a  cometa;  le  cellule  pirami- 
dali, irregolarmente  triangolari,  quadrangolari,  pentangolari,  poli- 
gonali con  prolungamenti  corti  e  grossi  o  con  prolungamenti  lunghi, 
sottili,  ramificati  e  non  ramificati  e  a  nuclei  svariatissimi  per 
forma,  numero  e  dimensione;  in  breve,  tutte  le  diverse  specie  cel- 
lulari che  abbiamo  descritte  nei  vari  tipi  di  glia  e  particolarmente 
nella  pleomorfocellulare. 

Tutti  questi  fatti  emergono  colla  maggiore  evidenza  in  quelle 
porzioni  di  tessuto  della  sostanza  bianca,  che  abbiamo  chiamato 
macroscopicamente  normale,  che  stanno  in  immediato  contatto  con 
la  zona  neoplastica  propriamente  detta.  Si  rileva  infatti,  che  da 
questo  tessuto,  per  ulteriori,  graduali,  continuate  e  profonde  modi- 
ficazioni e  trasformazioni  delle  sue  cellule,  si  passa  insensibilmente 
nel  tessuto  gliomatoso  propriamente  detto,  nel  quale  si  possono 
seguire  tutte  le  fasi  di  passaggio  che  avvincono  le  cellule  che  lo 
compongono  colle  cellule  esistenti  nella  sostanza  bianca,  le  quali, 
come  abbiamo  detto,  sono  le  matrici  delle  cellule  gliomatose  di 
questi  archiblastomesenchimomi.  Molte  delle  cellule  ipermegaliche 
od  ultraipertrofiche,  a  nostro  credere,  sono  la  risultanza  dell'iper- 
trofia del  citoplasma  e  del  carioplasma  dei  grossi  astrociti  che 
preesistevano  nel  tessuto  della  sostanza  bianca,  come  emerge  dalle 
figure  della  tavola  XIX,  intervenuta  sotto  la  spinta  dell'antigene 
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specifico  del  fattore  etiologioo  dei  carcinomi,  ipertrofia  che  non 
conduce  all'iperplasia  ma  alla  degenerazione,  colla  formazione  di 
cellule  ultragiganti  con  o  senza  prolungamenti.  Diverse  di  tali 
cellule  voluminose,  come  quelle  che  si  osservano  nella  figura  65 
della  stessa  tavola  rassomigliando  notevolmente  alle  grandi  cellule 
piramidali  della  corteccia,  potrebbero  farci  credere  che  in  questi  archi- 
blastomesenchimomi  ci  sia  stata  anche  la  compartecipazione  dell'ele- 
mento nervoso,  che  insomma  si  sia  trattato  di  un  glio-piramidoma;  ma 
noi  abbiamo  già  veduto  che  tale  ipotesi  andava  messa  da  parte 
presentando  questi  elementi  eccentricità  e  moltiplicità  dei  nuclei, 
assenza  dei  corpi  di  Nissl  e  mancanza  di  masse  pigmentarie  gialle, 
caratteri,  secondo  Grombault  e  Eiche,  Mingazzini  Gr.,  Bonome,  ecc., 
propri  alle  cellule  piramidali.  Da  tutto  ciò  emerge  dunque,  che  le 
cellule  esistenti  nel  tessuto  della  sostanza  bianca,  ohe  abbiamo 
chiamato  macroscopicamente  normale,  percorrendo  una  via  retro- 
grada, cioè  ringiovanendosi  come  dicono  Nissl,  Bonome,  Lugaro,  ecc., 
si  sono  metamorfosate  in  cellule  che  hanno  i  caratteri  degli  ele- 
menti embrionali,  cioè  a  dire  in  cellule  indifferenti  e  poscia  conse- 
cutivamente ad  una  serie  numerosa  e  continuata  di  modificazioni 
e  di  trasformazioni,  hanno  dato  origine  agli  astrociti  ed  alle  altre 
numerosissime  forme  cellulari  neoplastiche,  descritte. 

A  mano  a  mano  che  nelle  cellule  preesistenti  della  nevroglia 
sono  andate  effettuandosi  le  metamorfosi  cui  avanti  si  è  accennato, 
nel  tessuto  fondamentale  della  sostanza  bianca  si  sono  svolti  altri 
notevoli  mutamenti  consistenti  :  da  una  parte,  nel  disfacimento  delle 
vecchie  fibre  per  cedere  il  posto  alle  cellule  neoformate;  dall'altra, 
nella  neoformazione  di  nuove  fibre  elaborate  dalla  potenzialità 
fibrillogena  del  protoplasma  e  dei  prolungamenti  delle  cellule  neo- 
plastiche neoformate.  Ciò  appare  molto  evidente  nei  prpparati  colo- 
rati con  indopicrocarminio,  dove  le  fibrille  si  vedono  nettamente 
colorite  in  verde,  o  con  ematossilina  e  safranina  od  arancione,  dove 
le  stesse  fibrille  appaiono  tinte  splendidamente  in  rosso  od  in  giallo, 
e  nelle  località,  ove  più  ferve  il  lavorio  del  ringiovanimento  dei 
nuclei  gliari  e  delle  loro  successive  metamorfosi  nei  vari  element- 
gliomatosi,  e  particolarmente  nei  punti  ove  i  grossi  elementi  neo- 
formati irregolarmente  triangolari,  tetrangolari,  pentagonali  e  po- 
ligonali coi  loro  prolungamenti  protoplasmatici  prendono  rap- 
porti scambievoli  anastomizzandosi.  In  queste  località  si  A^ede  in- 
fatti che  delle  fibrille  si  differenziano  dal  protoplasma  di  cellule 
irregolarmente  poligonali  o  triangolari  di  varie  dimensioni;  fibrille 
le  quali,  rendendosi  indipendenti,  o  vanno  a  rafforzare  il  sincizio,  op- 
pure si  spingono  oltre  formando  a  loro  volta  un  reticolo  sottile,  ora 
molto  denso,  ora  a  maglie  amplissime  in  mezzo  alle  quali  possono 
riscontrarsi  o  no  cellule  gliomatose  a  protoplasma  piccolo,  rotondo 
ed  a  nucleo  rotondo  e  non  intensamente  colorato.  In  certe  località 
le  fibrille  assumono  una  direzione  ondulata  disponendosi  a  fascetti 
e  non  ramificandosi;  in  altre  le  fibrille  neoformate,  il  che  appare 
evidentissimo  colla  colorazione  all'  indopicrocarminio,  sembra  che 
vadano  a  ricolmare  degli  spazi  rimasti  vuoti  per  la  distruzione 
delle  vecchie  fibrille.  In  quanto  ai  vasi  nulla  abbiamo  da  aggiun- 
gere al  già  esposto;  diciamo  soltanto  che  provengono  dai  vasi  pree- 
sistenti dalla  corteccia  e  che  la  loro  neoformazione  ha  proceduto 
pari  passu  col  ringiovanirsi  e  col  metamorfosarsi  degli  elementi 
preesistenti  della  glia.  I  fatti  che  scaturiscono  dall'analisi  istologica 
del  tessuto  che  abbiamo  chiamato  macroscopicamente  normale  ci 
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consentono  di  ritenere:  che  il  punto  iniziale  di  questi  carcinomi  com- 
plessi è  stato  il  centro  ovale  del  lobo  frontale  destro  e  che  le  ma- 
trici che  hanno  generato  gli  elementi  cellulari  formanti  i  loro  tessuti 
sono  state  le  cellule  della  glia  e  del  connettiro  preesistenti  nel  tes- 
suto nervoso.  Infatti  le  cellule  gliali  e  gli  endoteli  vasali  hanno 
prodotto  i  tessuti  gliomatoeo,  endoteliale  ed  angiomatoso  e  gli  ele- 
menti connettivali  dell'inviluppo  perivascolare  i  tessuti  fibromatoso 
e  sarcomatoso.  Il  tessuto  mixomatoso,  poi  è  stato  generato  per  me- 
taplasia  del  sarcomatoso.  Siamo  stati  quindi  nel  vero,  allorquando 
abbiamo  affermato  che  era  opportuno  considerare  il  tessuto  cere- 
brale limitrofo  alla  zona  neoplastica  propriamente  detta,  come  la  ve- 
ra zona  iniziale  di  tali  archiblastomesenchimomi  metaplastici. 

* 
*  * 

Dall'esposta  descrizione  istologica  rimane  dunque  proviate:  che 
le  varie  specie  di  cellule  componenti  i  differenti  tessuti  esistenti 
nei  neoplasmi  cerebrali  descritti,  riconoscono  per  matrice,  ecce- 
zione fatta  per  le  cellule  piramidali  e  per  le  cellule  dell' ependima, 
gli  elementi  formanti  il  tessuto  normale  dell'encefalo  ;  e  che  i  tes- 
suti i  cui  elementi  di  matrice  non  possono  essere  le  cellule  esi- 
stenti fisiologicamente  nei  tessuti  del  nevrasse,  la  loro  genesi  va 
ascritta  ai  fenomeni  della  metaplasia  cellulare,  come  abbiamo  veduto 
essere  avvenuto  per  il  tessuto  mixomatoso,  la  cui  derivazione  abbiamo 
potuto  riportare  alla  metaplasia  delle  cellule  sarcomatose.  Abbiamo 
dunque  a  che  fare  con  un  neoplasma  complesso,  perchè  i  tessuti  for- 
manti la  compagine  risultano  di  elementi  che  embriologicamente  de- 
rivano a  un  tempo  dall'archiblasto  e  dal  mesenchima,  contrariamente 
a  quanto  si  verifica  nei  neoplasmi  misti  i  cui  tessuti  componenti  la 
fina  anatomia  per  quanto  differentissimi,  provengono  sempre  o  dal 
solo  archiblasto  o  dal  solo  mesenchima  ;  e  per  di  piii  con  un  neo- 
plasma, che  a  norma  della  nostra  classificazione,  come  ora  diremo, 
rientra  nel  novero  di  quelli  che  per  il  loro  meccanismo  istoge- 
tico,  nel  nostro  «  Trattato  dei  neoplasmi  e  delle  infesioni  chirurgiche  » 
abbiamo  chiamato  archiblastomesenchimoma  metaplastico. 

/  neoplasmi  complessi  od  archiblastomesenchimomi,  in  rapporto 
al  periodo  in  cui  si  sviluppano  vanno  distinti  in  acquisiti  e  con- 
geniti e  questi  ultimi,  in  conformità  al  loro  decorso  clinico,  in  ma- 
ligni e  benigni  Sulla  base  di  questi  dati  e  in  attinenza  altresì  con 
la  sede  di  loro  evoluzione  questi  neoplasmi  possono  essere  distinti 
in  tre  gruppi: 

a)  nel  gruppo  dei  congeniti  benigni  che  si  evolvono  in  qualsiasi 
punto  dell'organismo  e  dei  congeniti  maligni  che  si  estrinsecauo  quasi 
sempre  nel  rene  dei  fanciulli; 
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b)  nel  gruppo  degli  acquisiti  maligni  che  si  sviluppano  prevalente- 
mente negli  organi  ghiandolari  e  nei  visceri; 

c)  e  finalmente  nel  gruppo  degli  acquisiti,  dei  piìi  maligni  che  si 
conoscano,  che  irrompono  unicamente  nell'ovario  e  nel  testicolo. 

Il  modo  di  spiegare  la  istogenesi  dei  vari  neoplasmi  complessi 
che  rientrano  nei  gruppi  anzidetti,  non  può  essere  che  differentis- 
Simo  per  ciascun  gruppo.  Infatti  prendendo  per  fondamento  della 
loro  classificazione  le  varie  condizioni  che  emergono  dai  rapporti 
che  intercedono  fra  la  loro  intima  costituzione  anatomica  e  la  sede 
di  loro  estrinsecazione,  nonché  le  risultanze  di  fatti  embriologica- 
mente  provati,  noi  in  base  ad  indagini  istologiche  personali  sopra 
vari  neoplasmi  complessi  ci  crediamo  autorizzati  di  dividere  questa 
specie  di  carcinomi  in:  archihlastomesenchimomi  blastomerici,  meta- 
plastici  ed  ovo-spermioblastici,  a  seconda  cioè  che  la  loro  istogenesi 
si  possa  rispettivamente  interpretare  colla  dottrina  blastomerica, 
colla  metaplastica  e  coU'ovo-spermioblastica. 


Nostra  classificazione  dei  neoplasmi  complessi 
0  arebiblastomesinchimoml. 

Classe  I.  —  Arehiblastomesenchimomi  blastomerici. 

a)  Congeniti  benigni,  con  sede 

ubiquitaria   Emhriomi  benigni  o  dermoidi. 

b)  Congeniti  maligni^  con  sede 

nel  rene  dei  bambini  .  .     Rahdomio  sarcomi. 

Epitelio  •  sarcomi. 
Epitelio-rabdoleiomio-sarcomi. 
Mio-sarco-encondromi. 
Epitelio-rabdomio-encondromi. 
Epiteliorabdoleiomio-sarco-encondromi. 
Epitelio-rabdoleiomio-lipo-fihromi. 
Epitelio-rabdoleiomio-sarco-mixomi. 
Epitelio-rabdoleiomio-mixo- fibromi. 
Epitelio-rabdoleiomio-mixo  lipo'fibromi. 
Epitelio-rabdoleiomio-mixo- fibro-encon- 
dromi. 

Epitelio-leiomio-sarco-lipo  •  fibra-encon- 
dromi. 

Epitelio-neuro-rabdoleiomio-sarco-encon- 
dromi,  ecc. 


5 


66 


Classe  II.  —  Archiblastomesinchimomi  metaplastici. 


a)  Acquisiti,  con  sede  nella 
vagina,  nello  stomaco,  nel- 
l'intestino e  nella  cistifellea 


b)  Acquisiti,  con  sede  nella 
cervice  e  nel  corpo  dell'u- 
tero, nella  vescica  urina- 
ria e  nel  vaso  deferente. 


c)  Acquisiti,  con  sede  nella 
mammella  

d)  Acquisiti,  con  sede  nella 
parotide,  nella  sotto-ma- 
scellare, nella  lacrimale, 
nelle  ghiandole  mucose  del 
palato,  delle  labbra  o  delle 
guancie  e  nella  tiroide,  ecc. 


e)  Acquisiti,  con  sede  nel  si- 
stema nervoso  centrale.  . 


Mio-sarcomi. 
Mio-sarco-mixomi. 
Miosarcofibromi. 
Epitelio-rabdoleiomio-sarcomi,  ecc. 


Mio-sarco-mixO'fibro- encondromi. 
Mio-sarco-fibro-encondro-osteomi. 
Mio-sarco-mixo-encondromi,  ecc. 

Epitelio-sarco-mixo-fihromi,  ecc. 


Epitelio-sarco-mixo-fibro-encondro-osteo- 
mi. 

Epitelio-encondrom  i. 

Epitelio-encondro-osteomi. 

Epitelio-mixo-fibro-encondromi. 

Epitelio-fibro-encondro-osteomi. 

Epitelio  fibromi. 

Epitelio-mixo-fibromi. 

Epiteliomixoemondromi. 

Epitelio- fibro-encondromi. 

Epitelio-sarco-fibro-encondro-osteomi. 

Epitelio-mixo-fibro-osteomi,  ecc. 

Glia-sarcomi. 

Glio-endoteliomi. 

Glio-periteliomi. 

Glio-mixomi. 

Glio-sarco-mixomi. 

Glio-sarco-endotelio-  mixo-angio  -  fibromi, 
ecc. 
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Classe  III.  —  Archiblastomesenchimomi  ovo-spermioblastici. 

a)  Acquisiti,  con  sede  nell'o- 
vario  Embriomi  solidi  o  maligni  od  Ovobla- 

stomi: 

V  Ovoblastoma  tridermico. 

2°  Ovoblastoma  bidermico. 

3°  Ovoblastoma  monodermico  a  strut- 
tura tiroidea. 

4°  Ovoblastoma  monodermico  a  strut- 
tura ipernefroide. 

5°  Ovoblastoma  monodermico  a  strut- 
tura corioepiteliale. 

6°  Ovoblastoma  tridermico  o  bidermico 
con  tessuto  corioepiteliale. 

7°  Ovoblastoma  monodermico  a  strut- 
tura miomatosa,  ecc. 

b)  Acquisiti,  con  sede  nel  testi- 

colo   Embriomi  solidi  o  maligni  o  Spermio- 

blastomi: 

1°  Spermioblastoma  tridermico. 

2*^  Spermioblastoma  bidermico. 

'ò°  Spermioblastoma  monodermico  a  strut- 
tura corioepiteliale. 

4°  Spermioblastoma  tridermico  o  hider- 
,  mico  con  tessuto  corioepiteliale. 

5°  Spermioblastoma  monodermico  a  strut- 
tura miomatosa. 

6°  Spermioblastoma  a  struttura  encon- 
dromatosa. 

7°  Spermioblastoma  a  struttura  encon- 
dro-mixomatosa,  ecc. 


Ed  ora  qualche  considerazione  esplicativa  in  quanto  al  criterio 
che  ci  ha  guidato  nel  riordinamento  che  proponiamo  delle  neoplasie 
complesse.  Il  fondamento  della  nostra  classificazione  essendo  Fisto- 
genesi,  Tiene  di  conseguenza,  che  ciascun  neoplasma  complesso  a 
seconda  che  formi  parte  di  una  delle  tre  classi  nelle  quali  abbiamo 
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distinti  gli  archiblastomesenchimomi  fino  ad  ora  conosciuti,  può 
avere  spiegata  la  sua  genesi,  o  colla  inclusione  di  blastomeri  nel 
sito  ove  è  insorto  il  neoplasma  ;  o  coi  fenomeni  della  metaplasia 
cellulare;  o  con  la  proliferazione  anaplastica  dell' ovoblasto  e  del- 
l'ovulo maturo  nella  femina,  e  dello  spermioblaeto  nel  maschio. 


Fra  gli  archiblastomesenchimomi  hlastomerici  si  devono  compren- 
dere quei  neoplasmi  congeniti  maligni  o  benigni,  la  cui  condizione 
è  caratterizzata  dal  fatto,  che  essi  hanno  sempre  per  sede  di  evolu- 
zione un  tessuto  od  un  organo  nel  quale,  allo  stato  fisiologico  non  pos- 
sono riscontrarsi  tutti  i  rappresentanti  degli  elementi  cellulari  che  si 
trovano  costituire  V architettura  istologica  delVarchiblastomesenchimoma. 
Siffatti  neoplasmi,  per  quanto  teoricamente  possiamo  ammettere,  pos- 
sano riscontrarsi  in  qualsiasi  punto  dell'organismo,  perchè,  nel  corso 
nella  vita  intrauterina,  i  blastomeri  è  possibile  che  rimangano  inclusi 
in  località  differentissime  ;  pure  nel  fatto  si  trova,  come  la  loro  sede, 
specialmente  dei  maligni,  sia  assai  meno  ubiquitaria  di  quanto  teorica- 
mente si  potrebbe  supporre  e  di  quanto  lo  ritenga  il  Wilms.  La 
caratteristica  di  questi  neoplasmi,  specialmente  di  quelli  che  si  estrin- 
secano nel  rene  dei  bambini,  è  di  possedere  una  tessitura  molto  com- 
plessa, dove  spesso  vi  è  la  compartecipazione  dei  rappresentanti  di 
tutti  e  tre  i  foglietti  blastodermici.  Possiamo  quindi  fino  ad  un 
certo  punto  considerare  tali  neoplasmi  renali,  niente  altro  che  em- 
briomi  solidi,  i  quali  dai  veri  embriomi  solidi  o varici  e  testicolari, 
non  si  differenziano  per  altri  fatti  che  per  avere  una  fina  tessitura 
meno  complessa,  una  provenienza  blastomerica  e  per  essere  costan- 
temente congeniti  ;  mentre  i  veri  embrioni  ovarici  e  testicolari,  come 
vedremo,  sono  in  tutti  i  casi  di  derivazione  dell'ovoblasto,  del- 
l'ovulo maturo  o  dello  spermioblasto  e  costantemente  acquisiti. 

Fra  gli  archiblastomesenchimomi  blastomerici,  oltre  agli  embriomi 
cistici  o  dermoidi,  bisogna  includere  tutti  quei  neoplasmi  complessi 
nella  cui  intima  tessitura,  si  trovano  associati,  oltre  ai  tessuti  con- 
nettivale  ed  epiteliale  propriamente  detto,  altresì  il  tessuto  musco- 
lare liscio  e  striato,  come  si  osserva  nella  maggior  parte  dei  neo- 
plasmi complessi  renali  dei  bambini.  Così  a  nostro  avviso,  fra  gli  ar- 
chiblastomesenchimomi blastomerici,  mentre  non  vanno  inclusi  i 
rabdomio-sarcomi,  gli  epitelio-rabdoleiomio- sarcomi,  i  rabdomio-sarco- 
fibromi,  ecc.  della  vagina;  e  nemmeno  i  mio-sarco-mixo-fibro-encon- 
dromi  della  cervice  uterina;  i  mio-sarco-mixo-encondromi  del  vaso 
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deferente;  i  mio-sarco-fibro-encondro-osteomi  della  vescica  urina- 
ria, ecc.;  perchè  il  tessuto  muscolare  liscio  e  striato  che  si  ri- 
scontra in  questi  neoplasmi  può  ben  provenire  da  quello  che  esiste 
normalmonte  nei  tessuti  e  negli  organi  anzidetti,  e  quindi  a  spie- 
garae  la  derivazione  non  è  affatto  necessario  ricorrere  alla  inclu- 
sione di  blastomeri  ectopici  ;  devono  viceversa  essere  compresi  quei 
neoplasmi  che  si  svolgessero  iu  un  organo  ghiandolare  qualsiasi,  e 
nella  cui  intima  tessitura  si  trovassero  compresi,  oltre  ai  tessuti 
epiteliali  propriamente  detti  e  connettivali,  altresì  i  tessuti  musco- 
lare liscio  e  striato  ed  il  neuroepiteliale  come  si  verifica  in  alcuni 
neoplasmi  complessi  renali,  tessuti  la  cui  presenza  non  potrebbe 
essere  spiegata  ove  non  si  facesse  ricorso  all'inclusione  di  blasto- 
meri dislocati,  non  esistendo  allo  stato  normale  nelle  varie  ghian- 
dole, tessuto  muscolare  e  tessuto  neuroepitiliale. 

Fra  i  neoplasmi  complessi,  che  noi  riteniamo  di  genesi  blasto- 
merica,  quelli  che  hanno  veramente  un'importanza  reale,  per  la 
complessità  della  tessitura  anatomica  e  per  il  decorso  clinico  alta- 
mente maligno,  sono  quei  neoplasmi  che,  come  abbiamo  detto,  si  estrin- 
secano nel  rene  dei  bambini  e  la  cui  genesi  congenita  oggi  non 
è  più  messa  in  dubbio  da  alcuno.  Dice  il  Lecène  che  una  contingen- 
za curiosa  e  importante  è  data  dal  fatto  che  questi  neoplasmi  com- 
plessi renali  possono  riscontrarsi  durante  la  vita  fetale.  Infatti  .Ta- 
cobi  ha  riscontrato  un  neoplasma  complesso  già  voluminoso  nel  rene 
di  un  bambino  nato  morto  e  Bott,  Semb  e  Brindeau  fecero  osserva- 
zioni analoghe. 

Di  più  Paul  avrebbe  trovato  un  neoplasma  complesso  nel  rene 
di  un  feto  di  sette  mesi;  la  quale  osservazione  unita  alle  prece- 
denti dimostra  non  solo,  che  i  neoplasmi  complessi  renali  dei  fan- 
ciulli sono  di  genesi  congenita,  ma  che  iniziano  la  loro  evoluzione 
nel  corso  della  vita  intrauterina  e  che  perciò  il  bambino  nasce  por- 
tando nel  proprio  rene  il  neoplasma.  Che  ciò  sia  la  verità  lo  si  può 
desumere  altresì  dalle  statistiche  di  Kiister,  nelle  quali  sopra  175  neo- 
plasmi renali  ne  avrebbe  trovato  :  6  nei  neonati  ;  128  nei  bambini  da 
1  a  5  anni  e  41  in  quelli  da  5  a  10  anni.  La  genesi  congenita  per  con 
seguenza  di  questi  neoplasmi  non  può  essere  messa  in  dubbio. 

I  neoplasmi  complessi  renali  furono  descritti  sotto  forma  di:  rab- 
domio-sarcomi,  di  epitelio-sarcomi,  di  epitelio-rabdoleiomio-sarcomi, 
di  mio-sarco-encondromi,  di  epitelio-rabdomio-encondromi,  di  epitelio- 
rabdoleiomio-sarco-encondromi,  di  epitelio-rabdoleiomio-lipo-fibromi, 
di  epitelio-rabdoleiomio-sarco-mixiomi,  di  epitelio-rabdoleiomio-mixo- 
fibromi,  di  epitelio-rabdoleiomio-mixo-lipo-fibromi,  di  epitelio-radbo- 
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leiomio-inixo-fibro-encondromi,  di  epitelio-lfiiomio-sarco-lipo-fibro-en- 
condromi,  di  epitelio  ueuro-rabdoleiomio-sarco-encondromi,  ecc.;  da 
Lecène,  Jacobi,  Bott,  Semb,  Brindeau,  Paul,  Birch-Hirschfeld,  Muus, 
Sander,  Vogler,  Perthes,  Eibbert,  Eberth,  Cohnheim,  Marchand,  Wil- 
ms,  Osler,  Heidemann,  Heineke,  Sturm,  Schede,  Schmidt,  Kocher,  Do» 
derleiii,  Huber-Bostrom,  Brosin,  Merkel,  Hoilshot,  Manasse,  Barbacci, 
Menetrier,  Broca,  ecc.  Tutti  questi  osservatori  furono  in  grado  di  con- 
statare, che  i  neoplasmi  renali  congeniti  nella  loro  intima  tessitura- 
anatomica  potevano  contenere  ora  i  rappresentanti  di  tutti  e  tre  i 
foglietti  del  blastoderma,  ora  quelli  di  due  soli  dei  foglietti,  ora 
finalmente  quelli  di  uno  solo  dei  foglietti;  essere  cioè  tridermici, 
bidermici,  o  monodermici,  come  potrebbero  essere:  gli  epitelio- 
miomi  e  i  rabdomiomi  congeniti  renali. 

L'esistenza  dei  neoplasmi  complessi  renali  monodermicì,  ci  au- 
torizza a  chiederci  :  come  mai,  un  blastomero,  che  in  sè  deve  con- 
tenere le  facoltà  potenziali  di  generare  tutti  gli  elementi  che  allo 
stato  fisiologico  derivano  dai  tre  foglietti  germinativi,  possa  pro- 
durre sotto  l'infuenza  irritativa  di  una  toxina  specifica,  unicamente 
i  rappresentanti  del  tessuto  epiteliale  propriamente  detto  e  del  mio- 
tomo,  come  nel  caso  dell'epitelio- mioma  e  del  rabdomioma  renali  ? 

Ove  si  ponga  mente  infatti,  che  un  blastomero  allo  stato  fisiologico, 
può  essere  matrice  di  qualsiasi  tessuto  come  ebbero  a  sincerarsene 
Driesch  e  Herbst  e  Hertwig  e  Schulze,  i  quali,  avrebbero  veduto  :  che 
isolando  un  blastomero  dai  suoi  congeneri,  anche  in  un  periodo 
molto  avanzato  nella  segmentazione,  si  aveva  la  formazione  di  un 
embrione  completo,  ma  assai  più  piccolo  dell'embrione  normale,  si 
può  comprendere  :  come  la  proliferazione  atipica  di  un  blastomero  nel 
senso  del  carcinoma,  sotto  uno  stimolo  patologico,  come  è  la  toxina 
del  fattore  o  dei  fattori  specifici  dei  neoplasmi  maligni,  possa  verifi- 
carsi nel  modo  più  anormale  e  capriccioso  ;  ed  aversi  in  conseguenza 
di  tale  moltiplicazione,  ora  la  deviazione  nell'un  senso,  ora  nell'altro, 
con  prevalenza  ora  delle  matrici  del  tessuto  epiteliale  propriamente 
detto  e  del  muscolare,  ora  di  quelle  del  tessuto  muscolare,  o  di  qual- 
siasi altro  tessuto  come  il  muroepiteliale.  Se  è  possibile  che  un  bla- 
stomero proliferando  generi  il  più,  a  maggior  ragione  è  possibile 
che  moltiplicandosi  anaptasticamente  produca  il  meno.  Ma  sopra 
questa  quistione  ritorneremo  a  proposito  dell'istogenesi  degli  archi- 
blastomesenchimomi  ovo-spermioblastici  monodermici. 

Non  tutti  gli  autori  sono  concordi  nel  ritenere  la  genesi  dei  neo- 
plasmi complessi  renali  dei  bambini  dovuta  a  inclusione  di  bla- 
stomeri ectopici.  Eberth,  Cohnheim,  Langhans,  Eibbert,  Birch-Hirsch- 
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feld,  ecc.,  la  attribuiscono  a  una  inclusione  embrionale  delle  proto- 
vertebre o  del  corpo  di  Wolff.  AVilms  ritiene  che  le  fibre  muscolari 
striate,  le  formazioni  ghiandolari,  le  cartilagini  e  i  tessuti  mucoso, 
adiposo,  ecc.,  che  si  riscontrano  in  questi  neoplasmi  riuniti  o  isolati, 
vanno  riportati  a  inclusioni  embrionali  rimontanti  a  un  periodo 
molto  lontano,  cioè  ai  primordi,  sia  del  miotomo,  sia  dello  sclero- 
tomo,  sia  della  piastra  intermedia  e  del  mesonefro,  inclusioni  che 
poi  si  svilupperebbero  ulteriormente.  Il  Lecène  dopo  accolta  la 
dottrina  di  Wilms  dice:  che  tutto  ciò  però,  non  vale  a  farci 
apprendere  la  causa  essenziale,  il  primiim  movens  del  costituirsi 
del  neoplasma  maligno,  questo  punto  rimane  ancora  ignoto.  Cio- 
nonostante egli  aggiunge,  lo  studio  di  questi  neoplasmi  complessi 
renali  dei  bambini  fornisce  un  nuovo  argomento  in  favore  della 
dottrina  di  Cohnheim,  che  dopo  essere  caduta  in  un  certo  discredito, 
sembra  ora  che  acquisti  nuovo  terreno. 

Non  riteniamo  opportuno  ripetere  le  argomentazioni  che  abbiamo 
enunciate  contro  le  ipotesi  anzidette  e  sopratutto  contro  quelle  di 
Wilms,  differenti  per  ciascun  gruppo  di  neoplasmi  complessi,  colle 
quali  egli  vorrebbe  fare  risorgere  la  dottrina  di  Cohnheim,  a  nostro 
avviso,  meglio  detta  dottrina  di  Durante-Cohnheim,  nonché  contro  la 
possibilità  che  germi  ectopici  inclusi  persistano  «  in  disponibilità  » 
coma  ritiene  il  Wilms,  per  anni  ed  anni  durante  la  vita  extra  ute- 
rina, pronti  a  iniziare  una  proliferazione  anaplastica  non  appena 
sono  incitati  da  uno  stimolo  qualsiasi;  perchè  tutto  ciò  può  essere 
letto,  da  chi  ne  avesse  voglia,  nel  nostro  «  Trattato  dei  neoplasmi  ma- 
ligni e  delle  infezioni  chirurgiche  »  nei  capitoli  che  vertono  sugli  Ar- 
chiblastomesenchimomi.  Qui  diciamo  semplicemente  :  che  il  fatto  che  in 
mezzo  ai  foglietti  embrionali  delle  larve  di  rane  Roux  avrebbe  os- 
servato particolari  elemenli  che  non  tardò  a  riconoscere  come  bla- 
stomeri; e  la  possibilità  provata  da  Hertwig  e  Schulze  che  isolando 
un  blastomero  in  un  periodo  molto  avanzato  della  segmentazione, 
si  aveva  la  formazione  di  un  embrione  completo,  ma  più  piccolo 
dell'embrione  normale,  il  che  vuol  dire  che  il  blastomero  ha  la  stessa 
onnipotenza  genetica  o  quasi  della  cellula  uovo  ;  nonché  la  contin- 
genza che  i  neoplasmi  complessi  del  rene  dei  fanciulli  sono  tutti 
di  origine  congenita;  sono  dati  più  che  sufficienti  per  autorizzarci 
a  concludere  :  che  i  neoplasmi  complessi  del  rene  dei  fanciulli,  deb- 
bono riconoscere  come  tessuto  di  matrice,  analogamente  agli  embriomi 
benigni  o  dermoidi,  i  blastomeri  dislocati  e  rimasti  inclusi  nel  periodo 
embrionale,  durante  l'organogenesi  nella  compagine  dei  tessuti  e  degli  or- 
gani del  nuovo  essere  nei  quali  gli  ansidetti  neoplasmi  si  saranno  svolti; 
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e  che  la  proliferazione  di  tali  blastomeri  avviene  sempre  e  in  ogni  caso 
nel  periodo  della  vita  intrauterina.  Jvon  è  concepibile  infatti  che  un 
blastomero,  come  qualsiasi  altro  germe  differenziato  o  indifferen- 
ziato possa  persistere  per  anni  ed  anni  in  mezzo  ai  tessuti  fisiolo- 
gici adulti  senza  andare  incontro  alla  distruzione. 

Posto  che  i  blastomeri  rimasti  inclusi  in  mezzo  ai  tessuti  ed  ai 
visceri  di  un  embrione,  durante  l'organogenesi  possono  essere  sor- 
gente tanto  di  cisti  dermoidi  quanto  di  neoplasmi  complessi  renali, 
scaturisce  naturale  il  chiedersi:  come  mai  avviene  la  proliferazione 
degli  elementi  blastomerici  ora  nel  senso  benigno  ora  maligno  durante 
la  vita  intrauterina?  Non  tenendo  conto  degli,  embriomi  cistici  che 
sono  benigni,  che  al  momento  non  possono  interessarci  in  nessun 
modo,  diciamo  :  che  la  proliferazione  dei  blastomeri  nel  senso  della 
malignità  durante  la  vita  embrionale  non  può  altrimenti  intendersi  se 
non  ammettendo,  che,  a  un  dato  momento  dell'embriogenesi,  la  toxina 
specifica  del  fattore  o  dei  fattori  etiologici  dei  carcinomi,  circolando 
nel  sangue  materno  e  superando  il  filtro  placentale,  si  sia  introdotta 
nella  circolazione  fetale,  donde  raggiunti  i  blastomeri  compresi  nello 
spessore  degli  organi  fetali  è  rimasta  legata  ai  loro  recettori  tra- 
sformando queste  cellule  segmentali  in  anaplastiche  o  carcinomatose. 
Concependo  i  fatti  in  tal  guisa  si  riesce  a  spiegare  il  come  un 
neoplasma  complesso  di  origine  congenita  possa  risultare  maligno 
fin  dall'inizio,  e  altresì  come  sia  possibile  che  dei  bambini  na- 
scano portando  in  qualche  parte  del  loro  organismo,  ma  più  fre- 
quentemente nel  rene,  un  carcinoma  complesso. 

Ma  come  accade  che  una  toxina  specifica  circolando  nel  torrente 
sanguigno  di  una  gestante,  mentre  non  arreca  nessun  nocnmento  alla 
madre,  determina  invece  grave  alterazione  negli  organi  del  feto  che 
giace  nel  di  lei  utero  ?  Se  si  rievoca  alla  mente  quanto  emerge  dalla  dot- 
trina delle  catene  laterali  di  Ehrlich,  riesce  facile  il  convincersi,  che 
le  molecole  di  una  toxina  specifica,  perchè  coi  loro  gruppi  aptofori  giun- 
gano a  legarsi  ai  recettori  delle  celiale  animali,  è  indispensabile  che  tali 
cellule  si  trovino  in  particolari  condizioni  di  recettività.  Ciò  posto,  al- 
lorquando una  toxina  specifica  circola  nel  torrente  sanguigno,  se  le 
cellule  dell'organismo  non  presentano  le  condizioni  di  recettività 
volute,  la  toxina  non  potrà  determinare  alcun  nocumento  e  dovrà 
necessariamente  venire  eliminata  attraverso  gli  emuntorì  fisiologici 
dell'organismo  che  la  contiene.  Ora  se  l'organismo  dove  circola 
questa  toxina  specifica  è  quello  di  una  gestante,  la  toxina  troverà 
un  più  largo  campo  alla  sua  azione,  perchè  la  sua  influenza  dele- 
teria la  potrà  esplicare  tanto  sulle  cellule  dell'organismo  materno, 
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quanto  sulle  cellule  dell'organismo  fetale;  e  perciò  questa  sua  azione 
non  rimarrà  inefficace  solo  perchè  avrà  trovato  le  cellule  dell'or- 
ganismo materno  prive  della  voluta  recettività  ;  perchè  avrà  sempre 
dinanzi  a  sè  quelle  del  feto,  sulle  quali  potrà  esercitare  la  sua  in- 
fluenza deleteria,  ove  si  presentassero  le  volute  condizioni  di  recet- 
tività. Tali  essendo  i  fatti,  nulla  più  di  un  gruppo  di  blastomeri 
ectopici  e  inclusi  è  acconcio  ad  avere  ad  essi  legata  la  toxina 
specifica  del  carcinoma,  che  per  avventura  si  trovasse  circolare 
in  un  determinato  momento  nel  torrente  sanguigno  di  una  gestante. 
Diciamo  pertanto:  che  a  seconda  che  sopra  dei  blastomeri  ectopici  ed 
incinsi  nei  tessuti  e  nei  visceri  di  un  embrione,  viene  o  no  nel  corso 
della  vita  intrauterina  esercitata  un' asiane  modificatrice  delV idioplasma 
di  tali  blastomeri  da  una  toxina  parassitaria  specifica,  si  avrà  :  nel 
primo  caso,  il  costituirsi  di  un  archiblastomesenchimoma  maligno,  ossia 
di  un  neoplasma  complesso  renale  di  genesi  congenita  e  nel  secondo 
caso,  il  formarsi  di  un  archiblastomesenchimoma  benigno,  ossia  di  un 
embrioma  cistico  o  dermoide  di  origine  congenita. 

# 
*  * 

Nel  novero  degli  archiblastomesenchimomi  metaplastici  rientrano 
quei  neoplasmi  complessi,  costantemente  acquisiti  alcuni  dotati  di 
malignità  notevole  altri  di  malignità  latente,  che  risultano  formati 
da  tessuti  i  cui  elementi  costitutivi  riscontrano  sempre  le  loro  matrici 
negli  elementi  che  normalmente  hanno  sede  nei  tessuti  o  negli  organi 
nei  quali  il  neoplasma  complesso  si  sarebbe  svolto.  Ciò  posto,  la  genesi 
di  queste  neoplasie  complesse  può  essere  attribuita:  o  all'influenza 
diretta  e  contemporanea  della  toxina  specifica  del  carcinoma  sul- 
l'elemento epiteliale  e  connettivale  del  tessuto  o  dell'organo  nel 
quale  il  neoplasma  si  è  estrinsecato;  oppure  ai  fenomeni  di  meta- 
plasia  dell'epitelio  e  del  connettivo  suscitati  dall'azione  antigena 
del  fattore  causale  del  carcinoma. 

La  dottrina  della  metaplasia  a  proposito  della  genesi  di  alcuni 
dei  neoplasmi  complessi,  fu  accolta  da  numerosi  Patologi  e  Anatomo- 
patologi.  Planteau,  Ponsot,  De  Larabrie,  Thoma,  Berger,  Berner, 
BourgeoiSjLenorraant,  Langhans,Menetrier,  Barbacci.  Marchand,  ecc., 
ritengono  che  nelle  ghiandole  salivali,  nelle  quali  si  estrinseca  un 
carcinoma  complesso,  avverrebbe  la  simultanea  proliferazione  del- 
l'epitelio e  del  connettivo  dell'organo.  In  quanto  poi  alla  jjresenza 
della  cartilagine,  dell'osso,  del  tessuto  mixomatoso,  ecc.,  affermano 
che  questi  vari  tessuti  derivano  da  una  trasformazione  metaplastica 
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del  tessuto  connettivo  propriamente  detto.  Muus  pensa  che  le  neo- 
plasie dei  reni  derivino  dal  connettivo  renale,  inquantochè  i  tessuti 
mucoso,  cartilagineo  e  muscolare  liscio  si  possono  formare  da  qual- 
siasi connettivo,  mentre  il  tessuto  muscolare  striato  può  derivare 
per  metaplasia  del  tessuto  muscolare  liscio.  La  metaplasia  dei  mu- 
scoli lisci  in  striati  è  accettata  da  Marchand  e  fu  dimostrata  da 
G-irode  molto  nettamente  nei  tessuti  dell'utero.  Busse  va  più  oltre  ; 
egli  ritiene  che  nei  neoplasmi  complessi  del  rene  le  fibre  striate 
derivino  per  metaplasia  dagli  elementi  del  connettivo,  fatto  che  a 
nostro  avviso,  non  può  essere  accettato  essendo  provato  essere  il 
tessuto  muscolare  di  genesi  epiteliale.  Nelle  neoplasie  complesse 
della  cervice  uterina  Pfannenstiel  avrebbe  veduto,  che  i  tessuti  car- 
tilagineo e  muscolare  liscio  provenivano  dalla  metaplasia  degli  ele- 
menti sarcomatosi,  inquantochè  questi  ultimi  erano  una  derivazione 
diretta  degli  elementi  del  tessuto  connettivo  giovane.  Egli  crede, 
perciò,  che  la  mucosa  della  cervice  uterina  diventi  sarcomatosa  e 
dalle  cellule  sarcomatose  poi  si  avrebbero  gli  elementi  etcrologhi. 

Noi  abbiamo  visto,  studiando  i  neoplasmi  complessi  cerebrali,  che 
negli  archiblastomesenchimomi  che  abbiamo  chiamato  metaplastici, 
avvenga  in  parte  quanto  nel  nostro  «  Trattato  delle  neoplasie  maligne 
e  delle  infesioni  chirurgiche  »  abbiamo  detto  intervenire  nelle  neoforma- 
zioni connettivali  metaplastiche  come  sono  i  sarcomixomi,  i  sarcoen- 
condromi,  i  sarcomixoencondromi,  gli  endotelioosteomi,  gli  endote- 
lioencondromi,  gli  endotelioencondroosteomi,  ecc.;  l'antigene  parassi- 
tario, cioè  mentre,  da  un  lato,  estrinseca  la  sua  influenza  a  un  tempo 
sopra  gli  elementi  connettivali  ed  epiteliali,  modificandone  il  bio- 
chimismo dell'idioplasma  e  quindi  trasformandoli  in  anaplastici  o 
carcinomatosi  ;  dall'  altro  lato,  spinge  questa  sua  infuenza  modifica- 
trice sul  connettiA^o  fino  all'ultimo  limite,  tanto  che  gli  elementi  del 
connettivo  propriamente  detto,  compresi  gli  endoteli  e  i  periteli 
vasali,  seguendo  una  via  retrograda,  conseguiscono  la  proprietà  di 
diportarsi  come  le  cellule  mesenchimatose  primordiali  dalle  quali  de- 
rivano tutti  i  vari  tessuti  con  sostanza  fondamentale  ;  proprietà 
cioè  che  consente  loro  di  elaborare  una  sostanza  fondamentale  fibril- 
lare, mucosa,  cartilaginea  od  ossea  e  nello  stesso  tempo  di  meta- 
morfosarsi in  (ìellula  mucosa,  cartilaginea  od  ossea. 

Partendo  da  questi  criteri  includeremo  fra  gli  archiblastomesen- 
chimomi metaplastici,  non  unicamente  le  neoplasie  complesse  della 
mammella,  della  parotide,  della  sotto-mascellare,  delle  ghiandole  la- 
crimali e  delle  mucose,  del  sistema  nervoso  centrale,  ecc.,  nelle 
quali  unitamente  agli  elementi  dell'epitelio  propriamente  detto  e  del 
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neuroepitelio,  riscontriamo  gli  elementi  dei  vari  connettivi,  ma  al- 
tresì i  neoplasmi  complessi,  contrariamente  a  quanto  fanno  alcuni 
e  specialmente  il  "Wilms,  della  vagina,  della  cervice  uterina,  della 
vescica  e  del  vaso  deferente,  nei  quali,  insieme  agli  elementi  epite- 
liali propriamente  detti  e  agli  elementi  dei  diversi  connettivi,  si 
ritrovano  eziandio  gli  elementi  del  tessuto  muscolare  liscio  e  striato, 
che  possono  derivare  dalla  proliferazione  anaplastica  dei  tessuti  mu- 
scolari che  fisiologicamente  hanno  sede  nella  vagina,  nell'utero,  nella 
vescica  e  nel  vaso  deferente.  Tutto  ciò  senza  il  bisogno  di  ricorrere 
per  darsi  ragione  dell'origine  di  questi  neoplasmi  complessi,  sia 
all'inclusione  blastomerica,  sia  all'inclusione  di  germi  embrionali 
differenziati  o  indifferenziati,  s'intende  non  incorporando  nel  con- 
cetto di  germi  embrionali  differenziati,  gli  organi  saccentnriatì,  la 
cui  esistenza  è  indiscutibile  e  la  importanza  dei  cui  elementi  nella 
genesi  dei  carcinomi,  è  identica  a  quella  di  qualsiasi  altro  elemento 
di  organo  non  succenturiato.  Girli  elementi  degli  organi  succenturiati, 
infatti,  per  produrre  un  neoplasma  hanno  bisogno  di  rimanere  mo- 
dificati anaplasticamente  dall'antigeno  del  fattore  causale  dei  carci- 
nomi, come  lo  avrebbero  le  cellule  di  un  organo  qualsiasi  quali  la 
mammella,  il  testicolo,  l'ovario,  ecc. 

Fra  i  neoplasmi  complessi  blastomerici  e  metaplastici  esistono  altre 
differenze:  mentre  i  primi,  infatti,  sono  un  retaggio  quasi  esclusivo 
dell'infanzia,  i  secondi  si  evolvono  quasi  sempre  nell'età  adulta  ; 
contingenza,  questa,  che  confermando  la  genesi  congenita  dei  primi, 
parla  altamente  in  favore  dell'origine  acquisita  dei  secondi.  Tutti  i 
neoplasmi  complessi  metaplastici  con  sede  nei  tessuti  e  negli  organi 
avanti  ricordati,  fatta  eccezione  di  quelli  che  si  estrinsecano  nella 
vagina  delle  bambine,  sono  carcinomi  che  si  evolvono  prevalente- 
mente nell'età  adulta.  Grli  autori  che  istologicamente  si  occupa- 
rono delle  neoformazioni  complesse  metaplastiche  poste  nelle  di- 
verse località  sono  :  Hauser,  Kaschewarowa,  Kolisco.  Wilms,  Yir- 
chow,  Brodowski,  Weiss,  Cappello,  Alessandri,  Moser,  Cohn,  Man- 
ges,  Hansemann,  Einsing,  Haberson,  Biselsberg,  Borrmann,  Rib- 
bert.  Landsteiner,  Bencke,  Barbacci,  Demarquay,  Le  Dentu,  Bauchet, 
Morestin,  Bourgeois  e  Lenormant,  De  Larabrie,  Lenormant,  Bubens 
Duval  e  Cottard,  Planteau,  Perochaud,  Voler,  Malherbe,  Berger  e 
Bezancon,  Brault  e  Decloux,  Massabeau,  Eeverdin  e  Mayor,  Wood, 
jSTasse,  Grayet,  Collet,  Yignard  e  Mouriquand,  Bonome,  Eotgans,  Ron- 
cali, ecc. 

I  tipi  di  neoplasmi  complessi  metaplastici  descritti  da  questi 
autori  sono  molto  numerosi,  come  assai  numerose  sono  le  combina- 
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zioai  dei  vari  tessuti  che  formano  Tintima  tessitura  di  ogni  singolo 
neoplasma.  Infatti  i  neoplasmi  complessi  della  vagina  e  dello  sto- 
maco furono  descritti  come:  mio-sarcomi,  mio-sarco-mixomi,  mio-sar- 
co-fibromi,  ecc.;  quelli  della  porzione  digiunale  del  tenue  e  della 
vescichetta  biliare,  come  mio-sarcomi  ;  i  neoplasmi  complessi  della 
cervice  e  del  corpo  dell'utero,  della  vescica  urinaria  e  del  vaso 
deferente  come:  mio-sarco-mixo-fibro-encondromi,  mio-sarco-fibro- 
encondo-osteomi,  mio-sarco-mixo-encondromi,  ecc.;  quelli  della  mam- 
mella come  :  epitelio-saroo-mixo-fibromi,  epitelio- sarco-encondromi, 
ecc.;  quelli  della  parotide,  della  sottomascellare,  della  ghiandola  la- 
crimale e  delle  ghiandole  mucose  del  palato,  delle  labbra  e  delle 
guancie ,  come:  epiteliosarco-mixo'fibro-encondro-osteomi,  epitelio- 
encondromi,  epitelio-encondro-osteomi,  epitelio-mixo  fibro-encondromi. 
epitelio-fibro-encondro-osteomi,  epitelio-fibromi ,  epitelio-mixo-fibro- 
mi,  epitelio-mixo-encondromi,  epitelio-fibro-encondromi,  epitelio-sar- 
co-fibro-encondro-osteomi,  epitelio-mixo-fibro-osteomi,  ecc.;  e  final- 
mente quelli  del  sistema  nervoso  centrale  come:  glio-sarcomi,  glio- 
endoteliomi,  glio-periteliomi,  glio-sarco-mixomi,  glio-sarco-endotelio- 
mixo-angio-fibromi,  ecc. 

* 

*  * 

Grli  archiblastomesencìlimomi  ovo-spermioblasticì  finalmente  sono  fra 
i  neoplasmi  complessi  acquisiti  i  più  altamente  perniciosi  che  si 
conoscano  e  sono  caratterizzati  dal  fatto  di  risultare  costituiti  istolO' 
gicamente  da  tutti  o  da  gran  parte  dei  tessuti  che  si  riscontrano  nella 
compagine  dell'organismo  embrionale  e  di  estrinsecarsi  sempre  e  in  ogni 
caso  in  determinati  organi,  V ovario  ed  il  testicolo  ;  non  potendo  avere 
per  matrice  che  specialissimi  elementi  risiedenti  fisiologicamente  in  tali 
organi,  gli  ovoblasti  e  l'ovulo  maturo  nella  femmina  o  gli  spermatoblasti 
nel  maschio  ;  elementi  che  contengono  in  sè  la  potensialità  di  produrre, 
sotto  determinati  stimoli  patologici,  tutti  i  differenti  tessuti,  dai  quali 
può  risultare  costituita  la  compagine  di  questi  singolari  carcinomi. 

Data  questa  concezione,  l'istogenesi  di  tali  neoplasmi  complessi, 
come  ora  vedremo,  viene  molto  semplificata,  perchè  si  riporta  ad 
elementi  cellulari,  i  quali  formano,  allo  stato  normale,  la  compagine 
dell'organo  dove  questi  neoplasmi  si  estrinsecano  e  ciò  senza  la  ne- 
cessità di  correre  dietro  a  ipotesi  non  dimostrate  e  difficilmente 
dimostrabili,  ammettendo  :  o  l'esistenza  di  cellule  nodali  nell'ovario 
o  nel  testicolo  come  vorrebbe  il  Bard  ;  o  di  corpuscoli  polari  fecon- 
dati e  dislocati  negli  stessi  organi  come  opinerebbero  Bonnet  e 
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Marchand  ;  o  la  penetrazione  di  un  germe  ovivalente  nell'ovario, 
come  riterrebbero  Wilms  e  Askanazi  ;  oppure  l'inclusione  durante 
il  periodo  fetale  di  cellule  di  segmentazione  in  tessuti  dai  quali  poi 
si  sarebbero  originati  l'ovario  o  il  testicolo,  come  sarebbe  d'opinione 
il  Wilms  ;  ovvero  la  presenza  di  anomalie  di  sviluppo  di  natura 
ignota  nell'ovario  e  nel  testicolo  nei  primi  stadi  della  vita  embrio- 
nale, come  opinerebbero  Jeanbrau  e  Massabuau  ;  o  le  inclusioni  in 
forma  di  cellule  aberranti  o  di  blastomeri,  come  riterrebbe  il  Frank; 
ovvero  la  esistenza  di  germi  embrionali  nel  senso  di  Durante  e 
in  quello  di  Cohneim  ;  o  l'inclusione  in  mezzo  ai  tessuti  ovarici  e  testi- 
colari durante  l'embriogenesi  di  blastomeri  ectopici,  che  poscia  persi- 
sterebbero dopo  la  nascita,  a  norma  della  dottrina  di  Bonnet  e  Mar- 
chand ;  ovvero  l'intervento  di  un  processo  partenogenetico  nell'ovario, 
come  opinerebbero  Repin,  Mathias  Duval,  Pfannenstiel,  ecc.;  o  nel 
testicolo  come  vorrebbero  Pilliet  e  Costes,  ecc.  ecc. 

Noi  spieghiamo  l'avvunto  di  questi  neoplasmi  colla  nostra  ipo- 
tesi che  abbiamo  chiamato  ovo-spermioblastica.  La  quale,  a  nostro 
avviso,  non  solo  è  atta  a  spiegare  l'istogenesi  dell'embrioma  solido 
ovarico  e  testicolare  bidermico  o  tridermico  ossia  dell'ovoblastoma 
e  dello  spermioblastoma,  come  noi  chiamiamo  questi  neoplasmi  per 
ricordarne  gli  elementi  di  matrice;  ma  altresì  l'embrioma  solido 
oyarico  e  testicolare  monodermici  che  possono  presentarsi  sotto 
forma  di  neoplasmi  a  struttura  tiroidea,  ipernefroide,  miomatosa, 
corio-epitaliale,  ecc..  dell'ovario  e  di  neoplasmi  a  struttura  encon- 
dromatosa,  miomatosa,  corioepiteliale,  ecc.,  del  testicolo. 

Questa  dottrina  si  fonda  sul  principio  che  le  cellule  ovoblastiche  e 
l'ovulomaturo  e  le  cellule  spermioblastiche,  offrono,  alla  influenza 
stimolante  e  modificatrice  dell'antigeno  del  parassita  specifico  dei 
carcinomi,  un  diportamento  identico  a  quello  offerto  da  qualsiasi  altra 
cellula  dei  tessuti  e  degli  organi  dei  Vertebrati  superiori;  con  questa 
differenza  però,  che  mentre  tutte  le  cellule  che  costituiscono  il  li- 
niaggio  somatico,  quelle  cioè  che  sono  incaricate  di  compiere  tutte 
le  funzioni  organiche  dell'individuo,  moltiplicandosi  sotto  un  deter- 
minato stimolo  riproducono  sempre  e  in  ogni  caso,  cellule  figlie  eguali 
alle  cellule  madri,  tanto  che  una  cellula  epiteliale  ed  una  cellula  con- 
nettivale  non  genereranno  mai  altro  che  cellule  epiteliali  e  cellule  con- 
nettivali  ;  le  cellule  che  formano  il  liniaggio  germinativo,  quelle  cioè 
che  sono  deputate  di  effettuare  le  funzioni  riproduttive  dell'individuo, 
si  sottraggono  o  possono  sottrarsi  a  questa  regola  generale.  Que- 
ste cellule  infatti,  incitate  da  un  determinato  stimolo  alla  molti 
plicazione  non  genereranno  cellule  figlie  uguali  alle  cellule  madri. 
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una  volta  raggiunto  il  loro  pieno  sviluppo  ossia  la  loro  maturità, 
ma  tutte  le  cellule  delle  quali  possono  essere  formati  i  tessuti  e  gli 
organi  di  un  individuo  qualsiasi  ;  e  ciò  perchè  le  cellule  del  liniaggio 
germinativo,  contrariamente  a  quelle  del  liniaggio  somatico,  per  il 
fatto  di  rappresentare  la  sorgente  di  tutte  le  cellule  che  in  un  de- 
terminato momento  fisiologico  possono  costituire  un  essere  qualsiasi, 
contengono  sul  loro  protoplasma  il  germe  potenziale,  dal  quale  poi 
possono  trarre  origine,  avvenuta  l'unione  dell'ovulo  maturo  con  lo 
spermatozoide,  i  tre  foglietti  blastodermici.  Cosi  le  cellule  ovobla- 
stiche  e  spermioblastiche,  una  volta  conseguito  il  pieno  sviluppo, 
ossia  la  maturità,  moltiplicandosi  non  genereranno  altre  cellule  ovo- 
blastiche  e  spermioblastiche  e  la  cellula  uovo  matura  non  genererà 
altre  cellule  uovo;  ma  le  prime  allo  stato  fisiologico  iniziano  il 
ciclo  ovogenetico  e  spermiogenetico,  completandolo  rispettivamente 
con  la  formazione  dell'ovulo  e  dello  spermio  ;  mentre  la  cellula  uovo 
unitasi  allo  spermatozoide  va  incontro  alla  segmentazione,  differen- 
ziandosi nei  tre  foglietti  del  blastoderma,  dal  cui  complesso  risul- 
terà la  formazione  di  un  nuovo  essere  vivente.  Ora  applicandcl^ 
queste  nozioni  all'istogenesi  degli  embriomi  cisto-solidi  dell'ovario 
e  del  testicolo  (tridermici,  bidermici  e  monodermici)  come  sarebbero 
i  corioepiteliomi  primitivi  degli  stessi  organi,  avremo  come  conse- 
guenza di  queste  premesse  :  che  le  cellule  del  liniaggio  germinativo 
del  maschio  e  della  femmina^  rimanendo  modificate  nel  biochimismo 
del  loro  idioplasma  dallo  antigeno  parassitario  specifico,  ed  inisiando 
perciò  ima  proliferasione  anaplastica  illimitata  ed  atipica,  dovranno 
necessariamente  condurre  alla  costituzione  di  neoplasie  maligne,  le  quali 
risulteranno  formate  nella  loro  tessitura  da  elementi  cellulari  embrio- 
nali che  saranno  la  diretta  derivazione  di  tutti  e  tre  i  foglietti  del 
blastoderma. 

La  verità  di  ciò  si  rende  più  evidente  allorquando  si  richiamano 
alla  mente:  i  fatti  concernenti  la  ghiandola  sessuale  primordiale, 
prima  della  determinazione  del  sesso  e  dopo  la  sua  orientazione 
nel  senso  maschile  o  nel  senso  femminile  e  il  suo  iniziato  funzio- 
namento sotto  forma  di  ovogenesi  e  di  spermatogenesi;  non  che  i  ri- 
sultati emersi  dallo  studio  intorno  alle  prelocalizzazioni  sul  cito- 
plasma ovarico,  dalle  quali  risulta  che  nella  produzione  dell'essere 
il  protoplasma  non  ha  minore  importanza  della  cromatina  del  nu- 
cleo. Infatti  il  parallelismo  fra  l'ovogenesi  e  la  spermatogenesi,  che 
nella  femmina  si  risolve  colla  formazione  del  gamete  femminile  e 
nel  maschio  con  quella  del  gamete  maschile,  appare  chiaro  se  si 
tien  conto  della  equivalenza  degli  elementi  germinativi  che  vi  pren- 
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dono  parte:  le  grandi  cellule  germinative  od  ovuli  maschili  rac- 
chiusi nei  canalicoli  seminiferi  da  cui  derivano  gli  spermatogonì, 
che  a  loro  volta  producono  gli  spermatozoidi;  e  le  grandi  cellule 
germinative  od  ovuli  perimordiali  compresi  nei  tubuli  ovarici,  dai 
quali  provengono  gli  ovogonì,  che  a  loro  volta  generano  gli  ovuli 
maturi;  parallelismo  che  dimostra,  che  lo  spermatosoide  e  l'ovulo 
maturo,  in  ultima  analisi  debbano  avere  ciascuno  il  valore  di  un  messo 
organismo  e  che  per  costituirne  uno  intero  debbono  fondersi  assieme 
come  accade  nella  fecondazione. 

Abbiamo  detto  che  gli  studi  sulle  prelocalizzazioni  germinali 
nel  citoplasma  ovarico  prima  della  segmentazione,  non  erano  privi 
di  una  certa  importanza,  perchè  fosse  compresa  l'istogenesi  degli 
ovoblastomi  e  degli  spermioblastomi  fossero  tridermici,  bidermici 
o  monodermici.  Richiamando  l'attenzione  sopra  queste  indagini  ri- 
flettenti le  prelocalizzazioni  germinali  nel  citoplasma  ovarico  non 
intendiamo  di  assurgere  dai  fatti  osservati  nelle  uova  vitelline  di 
alcuni  Invertebrati  ad  ammettere  una  perfetta  identità  con  quanto 
si  verifica  nelle  uova  aleicitiche  dei  Mammiferi,  e  ciò  indipendente- 
mente dalla  considerazione,  che  non  possa  negarsi,  per  quanto  la 
cosa  non  sia  provata,  che  in  queste  ultime  non  avvenga  qualche 
cosa  di  analogo;  ma  ha  solo  per  obbiettivo  di  dimostrare  :  la  straor- 
dinaria complessità  di  struttura  posseduta  dalla  cellula  uovo,  la 
quale,  è  molto  acconcia  non  solo  a  rendere  edotti  dell'altissima  in- 
dividualità rappresentata  dall'uovo  maturo  e  a  provarci  chiara- 
mente la  differenza  che  intercede  fra  una  cellula  del  liniaggio  ger- 
minativo e  una  cellula  del  liniaggio  somatico;  ma  altresì  per  farci 
riconoscere,  come  in  seguito  allo  stimolo  di  una  toxina  parassitaria 
specifica,  esercitato  sopra  una  cellula  così  complessa  e  altamente 
individualizzata  quale  è  l'ovulo,  o  sopra  una  cellula  matrice  dello 
ovulo  o  dello  spermatozoide,  la  ovoblastica  e  la  spermatoblastica, 
si  debba  avere  necessariamente  ed  esclusivamente  una  prolifera- 
zione anaplastica  illimitata  e  abnorme,  i  cui  risultati  saranno  l'ovo- 
blastoma  e  lo  spermioblastoma,  cioè  a  dire  gli  embriomi  solidi  dello 
ovario  e  del  testicolo  tridermici,  bidermici  o  monodermici. 

Driesch,  Carazzi,  Boveri,  Conklin,  Wilson,  Lillie,  ecc.,  si  sono 
occupati  di  queste  prelocalizzazioni  nel  citoplasma  ovarico.  Driesch 
e  Carazzi  infatti  videro  che  nelle  uova  di  Mijsostoma  glabrum, 
prima  che  giungano  a  maturazione,  si  osservano  nel  citoplasma  due 
grandi  zone:  rossa  l'una  e  superiore,  verde  l'altra  ed  inferiore;  la 
prima  poi  nel  corso  della  maturazione  si  differenzierebbe  in  altre 
due  zone,  l'una  superiore  rossa,  l'altra  equatoriale  bianca.  La  zona 
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rossa  formerebbe  Tectoderma,  la  chiara  rendoderma  e  la  verde 
l'ectoderma  e  il  mesoderma.  Bo  veri  dice  :  che  nelle  uova  di  Strongy- 
locentrotiis  lividiis  le  tre  zone  distinguibili  per  pigmentazione  di- 
versa corrispondono  nell'uovo  maturo  a  tre  organi  primordiali  della 
larva.  La  calotta  vegetativa  non  pigmentata  darebbe  il  mesenchima 
primitivo  e  lo  scheletro  della  larva;  la  zona  pigmentata  formerebbe 
l'intestino  e  i  suoi  derivati  ;  e  la  metà  animale  non  pigmentata  ge- 
nererebbe l'ectoblasto  e  la  sua  differenziazione.  Finalmente  il  "Wilson 
sezionando  le  uova  di  Dentalium  non  fecondate  e  i  frammenti  otte- 
nuti appartenenti  alle  zone  differentemente  colorate  sottoponendo 
alla  fecoadazione  si  convinse  che  le  giovani  larve  discendenti  da 
questi  frammenti  ovarici  fecondati  o  erano  mostruose  per  incomple- 
tezza di  organi  o  non  vitali  per  mancanza  di  organi  indispensabili 
alla  vita. 

Inoltre  il  Carazzi  ha  notato  fatti  molto  importanti  in  rapporto 
all'attività  che  potevano  presentare  le  uova  di  Myzostoma  glabrnm 
in  seguito  allo  stimolo  ad  esse  fornito  dalla  vicinanza  degli  sper- 
matozoidi  ;  fatti  che"  a  noi  sembrano  di  grande  interesse,  come 
quelli  che  potrebbero  in  qualche  modo  spiegarci  come  una  cellula- 
uovo  in  seguito  a  influenze  patologiche  possa  iniziare  un'abnorme 
attività  proliferativa.  Infatti  se  una  cellula-uovo ,  unicamente  per 
la  vicinanza  di  spermatozoidi  può  rimanere  influenzata  ad  un  punto 
tale,  da  iniziare  un  periodo  di  attività  ed  andare  incontro  a  meta- 
morfosi  così  notevoli,  ohe  ove  si  fossero  prolungate,  si  sarebbero 
risolte  in  una  vera  segmentazione  dell'uovo,  come  il  Carazzi  ebbe 
a  rilevare;  quanto  maggiore  non  risulterebbe  l'attività  di  un  uovo 
maturo  nel  senso  di  una  segmentazione  abnorme  ove  fosse  deter- 
minata dalla  vicinanza  di  parassiti  che  moltiplicandosi  elaborereb- 
bero la  toxina  specifica  generatrice  dei  carcinomi  ? 

Ma  è  soltanto  l'uovo  maturo  delle  varie  cellule  formanti  il  li- 
niaggio  germinale,  quello  che  stimolato  è  atto,  con  la  sua  moltipli- 
cazione, a  generare  tutte  le  varietà  di  elementi  che  nelle  condizioni 
fisiologiche  si  riscontrano  nella  compagine  dell'organismo  animale? 
O  piuttosto  non  si  deve  ammettere,  che  sotto  uno  stimolo  specifico 
manifesterebbero  lo  stesso  diportamento,  altesì  quelle  altre  cellule  del 
liniaggio  germinativo,  gli  ovoblasti,  dalla  moltiplicazione  delle  quali 
derivano  gli  ovuli  maturi  ?  Anche  per  gli  ovoblasti  si  deve  ammet- 
tere la  stessa  possibilità  ;  e  riteniamo  che  lo  stesso  si  deve  fare  per 
gli  spermatoblasti,  la  cui  derivazione  è  identica  a  quella  degli  ovo- 
blasti, inquantochè  pervengono-  dalle  grandi  cellule  germinative  od 
ovuli  maschili  racchiusi  nei  canalicoli  seminiferi,  come  gli  ovoblasti 
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sappiamo  cne  derivano  dalle  grandi  cellule  germinative  od  ovuli  pri- 
mordiali contenuti  nei  tubuli  ovarici;  da  elementi  cioè,  che  si  affaccia- 
no nella  ghiandola  genitale  primordiale  prima  che  in  essa  si  sia  mani- 
festato il  determinismo  citosessuale,  che  orienta  gli  elementi  genitali 
sia  verso  la  spermatogenesi,  sia  verso  l'ovogenesi,  e  che  perman- 
gono nella  stessa  dopo  che  questo  determinismo  è  accaduto  ;  elementi 
che  per  conseguenza  sono  comuni  ai  due  sessi. 

Queste  analogie  però  non  implicano  affatto,  che  tutto  ciò  che  si 
è  detto  possa  avvenire  nella  cellula  uovo,  consecutivamente  ad  uno 
stimolo  parassitario  specifico,  debba  altresì  avvenire  nello  sperma- 
tozoide;  dappoiché  per  quanto  fra  queste  due  cellule  interceda  una 
strettissima  parentela,  non  sarà  mai  possibile  che  lo  spermatozoide, 
subendo  l'influenza  dello  stimolo  di  una  toxina  specifica,  reagisca 
come  in  condizioni  identiche  farebbe  l'uovo.  La  ragione  di  ciò 
è  ovvia:  lo  spermatozoide  essendo  un  elemento  che  viene  elaborato 
incessantemente  e  va  continuamente  espulso  dalla  ghiandola  ses- 
suale maschile,  deve  necessariamente  risultare  una  cellula  labile,  con- 
dannata irrimediabilmente  alla  degenerazione  e  alla  morte  e  per  con- 
seguenza è  una  cellula  che  è  nell'impossibilità  di  moltiplicarsi  ;  mentre 
l'uovo,  essendo  un  elemento  che  non  viene  formato  che  una  sola  volta 
dalla  ghiandola  sessuale  femminile,  è  una  cellula  stabile  che  nelle  con- 
dizioni usuali  non  può  essere  condannata  a  una  degenerazione  rapida 
e  perciò  è  una  cellula  atta  a  moltiplicarsi.  Per  tutte  queste  ragioni 
si  può  concludere:  che  le  matrici  degli  embriomi  solidi  dell'ovario  e  del 
testicolo  non  possono  essere  che  gli  ovoblasti  e  l'ovulo  maturo  e 
gli  spermatoblasti,  ed  è  perciò  che  abbiamo  chiamato  ovo-spermio- 
blastica  la  dottrina  che  ne  interpreta  il  meccanismo  istogenetico. 

Abbiamo  detto  che  la  dottrina  ovo-spermioblastica  è  atta  a  spie- 
gare non  solo  l'istogenesi  dell'embrioma  solido  ovarico  e  testicolare 
ossia  dell'ovoblastoma  e  dello  spermioblastoma  monodermici,  bider- 
mici  o  tridermici,  ma  altresì  quella  dei  neoplasmi  a  struttura  ti- 
roidea, ipernefroide,  miomatosa,  corioepiteliale,  ecc.,  dell'ovario  e 
dei  neoplasmi  a  struttura  encondromatosa,  miomatosa,  encondro-mi- 
xomatosa,  corioepiteliale,  ecc.,  del  testicolo  ;  neoplasmi,  che  a  nostro 
avviso,  non  possono  e  non  debbono  essere  considerati  che  alla 
stregua  di  ovoblastomi  o  di  spermioblastomi  monodermici  e  per  con- 
seguenza come  veri  e  propri  archiblastomesenchimomi  ovo-spermio- 
blastici. 

Ponendo  da  parte  gli  embriomi  solidi  bidermicii  o  tridermici  de- 
scritti nell'ovario  da  Litten  e  Yirchow,  Thornton,  Marchand,  Pou- 
pinal,  Biermann,  Lazarus,  Kramer,   Ooates  e  Beaton,  Emanuel, 
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Schrieber,  Wernitz,  Sieveking,  Sigwart,  Wilms,  Gsell,  Doranth, 
Ewald,  Falk,  Frantzen,  Jung,  Saxer,  Lurz,  Pick,  Roth,  Askanazy, 
Hicks  e  Targett,  Schiller,  Neuhauser,  Rosenstein,  Frank,  Daels.  ecc.; 
e  nel  testicolo  da  Pick,  Wilms,  Ribbert,  Gessner,  Koslowski,  Paviot. 
Reboul,  Taylor,  Pilliet  e  Thiery,  Kanthack  e  Pigg,  Lesnes,  Mimch. 
Arnold-Caddy,  Jackson,  Cornil,  Dor,  Bougle  e  Cornil,  Dopter.  Le- 
eóne, Chevassu,  Lacassagne,  Legros,  Griffon,  Malloizel  e  Claret, 
Junien-Lavillauroy,  Burgand,  Bricka  e  Pons,  Deconvelaire  e  Anger 
Schmorl,  "Wood,  Lovitt  e  Councilmann,  Genbrau  e  Massabuau, 
Philipp,  Fullerton,  ecc.  ecc.;  e  fermiamo  l'attenzione  sui  neoplasmi  a 
struttura  tiroidea  dell'ovario  e  su  quelli  a  struttura  corioepiteliale 
dell'ovario  e  del  testicolo,  all'obbiettivo  di  vedere  se  la  dottrina 
ovo-spermioblastica  si  adatti  a  spiegarne  l'istogenesi. 

Infatti  prendendo  in  esame  unicamente  i  neoplasmi  ovarici  a 
struttura  tiroidea  descritti  da  Frank,  Kritschmer,  Vagades.  Gottschalk. 
Poli,  Walthard,  Eversmann,  Norris,  Uleska-Stroganowa,  Froescher 
e  Roddy,  Glockner,  Messer,  Polano,  ecc.;  e  i  corioepiteliomi  primi- 
tivi dell'ovario  illustrati  da  Mosi,  Iwase,  Lubarsch,  Pick,  Ron- 
cali, ecc.;  e  quelli  del  testicolo  studiati  da  HoUander,  Scott  e  Long- 
cope,  Emanuel,  Von  Hansemann,  Steinhaus,  Briquet,  Durante  di 
Parigi,  Roncali,  Chevassu,  Stalen,  Junien-Lavillauroy,  Steinert,  De- 
lamare,  Carnot  e  Marie,  ecc.,  troviamo,  che  fra  questi  neoplasmi  esi- 
stono di  quelli,  che  rappresentano  la  prova  più  evidente  dell'esat- 
tezza della  nostra  tesi.  Infatti  noi  riscontriamo  ovoblastomi  nella  cui 
intima  compagine  associati  ai  vari  tessuti  di  derivasione  di  due  o  di 
tre  dei  foglietti  del  blastoderma  si  ritrovano  aree  piìi  o  meno  estese  di 
tessuto  tiroideo  o  di  tessuto  corioepiteliale,  e  spermioblastomi  nei  quali 
insieme  ai  vari  tessuti  di  provenienza  di  uno  o  di  tre  dei  foglietti  fe- 
tali, vi  erano  estesi  tratti  di  tessuto  corioepiteliale.  Ma  c'è  dell'altro. 
Come  controprova  che  i  corioepiteliomi  primitivi  dell'ovario  e  del 
testicolo  ed  i  neoplasmi  ovarici  a  struttura  tiroidea  non  sono  altro 
che  ovoblastomi  e  spermioblastomi  e  quindi  archiblastomesenchimomi 
ovo-«permioblastici,  a  nostro  avviso,  sono  di  eccezionale  importanza 
i  casi  di  Busse,  di  Dopter  e  di  Glaserfeld:  di  ovoblastomi  e  di  sper- 
mioblastomi nei  quali  il  tessuto  corioepiteliale  si  sarebbe  trovato  nelle 
metastasi  e  non  nel  moplasma  primitivo. 

Ciò  premesso  vediamo  in  che  modo  può  essere  interpretata  colla 
dottrina  ovo-sperinioblastica  l'istogenesi  dei  neoplasmi  ovarici  a  strut- 
tura tiroidea  e  l'istogenesi  dei  neoplasmi  dell'ovario  e  del  testicolo  a 
tessitura  coreoepiteliale;  riportando  integralmente  le  argomentazioni 
scritte  nel  volume  primo  del  nostro  «  Trattato  dei  neoplasmi  ma- 
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Ugni  e  aelle  infezioni  chirurgichhe  »  a  proposito  dell'istogenesi  dei 
neoplasmi  o varici  a  struttura  tiroidea. 

«  Che  tali  neoformazioni  ovari  che  costituite  da  tessuto  tiroi- 
deo, noi  scrivevamo,  siano  veramente  embriomici  sto-solidi  e  quindi 
ovoblastomi,  viene  dimostrato  dal  fatto  che  il  tessuto  tiroideo,  in 
certi  archiblastomesenchimomi  della  ghiandola  ovarica.  per  quanto 
sempre  in  prevalenza,  può  trovarsi  in  compagnia  di  altri  tessuti, 
come  il  cartilagineo,  1'  osseo,  V  epiteliale  stratificato,  il  muscolare, 
ecc.  Infatti  nell'embrioma  cisto-solido  descritto  da  Grlockner  unita- 
mente al  tessuto  tiroideo  vi  erano  la  cartilagine  e  le  ghiandole 
sudoripare  ;  in  quelli  osservati  da  "Walthard,  nel  primo,  esisteva  col 
tessuto  tiroideo  l'epitelio  stratificato  e  le  ghiandole  sudoripare  e 
sebacee,  e  nel  secondo,  insieme  al  tessuto  tiroideo,  il  tessuto  cartila- 
gineo e  l'epitelio  vibratile  ;  nell'embrioma  di  Meyer  con  tessuto  tiroi- 
deo si  trovavano  i  tessuti  muscolare,  cartilagineo  ed  osseo,  e  final- 
mente nell'organoma  riferito  da  Pelano,  associato  al  tessuto  tiroideo 
si  trovava  il  tessuto  ghiandolare  timico  ». 

«  Tali  essendo  i  fatti,  è  esatto  comprendere  fra  gli  archiblasto- 
mesenchimomi ossia  fra  le  neoplasie  complesse,  le  neoformazioni 
ovariche  a  struttura  unicamente  tiroidea  che  a  rigor  di  termini  non 
sarebbero  che  veri  epiteliomi  e  quindi  neoformazioni  semplici  ?  Ed 
è  altresì  giusto  considerare  istologicamente  queste  neoplasie  ova- 
riche a  struttura  tiroidea,  niente  altro  che  archiblastomesenchimomi 
ovo-spermioblastici  e  in  conseguenza  genuini  ovoblastomi?  La  ri- 
sposta è  affermativa  per  le  seguenti  considerazioni.  Nelle;  neoforma- 
zioni ovariche  a  struttura  tiroidea,  per  quanto  la  porzione  paren- 
chimale  che  costituisce  la  fisonomia  propria  della  neoplasia  e  le 
conferisce  il  particolare  carattere  anatomo-patologico  e  clinico,  sia 
costituita  unicamente  da  formazioni  tiroidee,  e  perciò  nel  fatto  non 
siamo  di  fronte  che  a  veri  epiteliomi  a  struttura  adeno-carcinoma- 
tosa  o  prevalentemente  adenomatosa  e  quindi  a  carcinomi  semplici; 
pure  queste  singolari  forme  di  neoplasmi  ov  arici  hanno  diritto  di 
essere  incluse  fra  i  carcinomi  complessi,  non  solo  perchè  la  for- 
mazione tiroidea,  della  quale  sono  costituiti,  può  trovarsi  associata 
a  formazioni  di  provenienza  dei  tre  foglietti  del  blastoderma,  ma 
altresì,  perchè  studiando  l'intima  compagine  di  siffatti  carcinomi, 
tutto  autorizza  a  pensare  che  la  loro  genesi  non  possa  essere  di- 
versa da  quella  dell'embrioma  cisto-solido  tridermico  o  bidermico  ». 

«  E  molto  verosimile  che  la  differenza  che  passa  fra  l'embrioma 
cisto-solido  tridermico  o  bidermico  e  il  neoplasma  ovarico  a  strut- 
tura tiroidea,  che  è  un  vero  monodermoma,  non  sia  un  fatto  che  si 
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stabilisce  immediatamente  fin  dall'esordire  di  questo  carcinoma,  ma 
viceversa  è  una  contingenza  che  interviene  in  seguito,  cioè  nella 
ulteriore  sua  evoluzione,  sempre,  bene  inteso,  nel  periodo  primor- 
diale. All'inizio  della  proliferazione  anaplastica  delle  cellule  che 
nell'ovario  sono  le  matrici  di  questi  carcinomi,  cioè  degli  ovoblasti 
e  dell'ovulo  maturo,  in  un  primo  tempo,  si  deve  avere  il  costituirsi 
di  un  embrione  patologico  ossia  delVembrioma  solido  che  è  un  trider- 
moma,  e  non  è  che  in  seguito,  a  nostro  credere,  che  si  stabilisce  il 
monodermoma  ossia  il  neoplasma  ovarico  a  struttura  tiroidea,  perchè 
dei  rappresentanti  dei  tre  foglietti  del  blastoderma,  alcuni  si  arre- 
stano, altri  progrediscono  nell'evoluzione. 

«  L'azione  antigena  del  quid  vivnm  fattore  specifico  di  ciascun 
carcinoma,  estrinsecandosi  sull'ovulo  maturo,  per  quello  che  fu 
detto  prima,  ne  modifica  profondamente  il  biochimismo  nel  senso 
dell'anaplasia  incitandolo  alla  moltiplicazione;  la  quale,  risulterà 
atipica  e  ìnordinata,  inquantochè  la  causa  che  ha  suscitato  la  mol- 
tiplicazione della  cellula-uovo,  non  è  stato  lo  stimolo  fisiologico 
dato  dallo  spermatozoide,  ma  è  stato  lo  stimolo  patologico  determi- 
nato dalla  toxina  di  un  parassita.  Qu^esta  proliferazione  atipica  e 
inordinata,  data  la  onnipotenza  generatrice  della  cellula-uovo,  dovrà 
necessariamente  condurre  alla  formazione  di  un  neoplasma  nella 
cui  intima  costituzione  si  comprendono  i  rappresentanti  cellulari 
dei  tre  foglietti  fetali,  essendo  stato  dimostrato  che  nel  protoplasma 
della  cellula-uovo,  già  prima  della  segmentazione  suscitata  dalla 
unione  dell'ovulo  maturo  con  lo  spei'matozoide,  esiste  la  cosi  detta 
prelocalissasione  germinale  citoplasmica  (Lankester,  Boveri,  Carazzi, 
Driesch,  Wilson,  Lellie,  Conklin),  ossia  il  differenziamento  dei  tre 
foglietti.  Tina  volta  costituiti  i  rappresentanti  di  questi  foglietti, 
in  forma  di  cellule  segmentali  patologiche  o  di  blastomeri  patologici 
può  accadere:  che  la  proliferazione  anaplastica  anziché  convergere 
in  tutte  le  direzioni,  generando  atipicamente  i  vari  tessuti  di  pro- 
venienza dell'endoderma,  del  mesoderma  e  dell'ectoderma,  si  orienti 
in  una  sola  direzione,  formando  un  solo  tessuto  e  conseguentemente 
avendosi  l'arresto  di  sviluppo  di  tutti  gli  altri  tessuti.  Cos'i  se  la 
proliferazione  anaplastica  si  è  orientata  nella  direzione  che  mena 
alla  formazione  dei  tre  foglietti  fetali,  avremo  il  classico  embrioma 
cisto-solido  tridermico;  se  si  è  orientata  in  alcune  direzioni  soltanto 
in  modo  che  qualcuno  dei  rappresentanti  dei  tre  foglietti  del  bla- 
stoderma rimanga  escluso,  avremo  Y  embrioma  cisto-solido  bidermico; 
finalmente  se  la  moltiplicazione  si  è  orientata  in  una  sola  direzione 
in  modo  che  il  risultato  sarà  il  costituirsi  di  una  sola  specie  di 


85 


tessuto,  noi  avremo  Vembrìoma  cisto-solido  monodermico.  Se  una  cellula- 
uovo  spinta  alla  proliferazione  anaplastica  è  atta  a  generare  il  più, 
a  fortiori,  a  nostro  credere,  può  essere  capace  di  generare  il  meno. 
Tale  è  la  nostra  concezione  istogenetica  del  neoplasma  ovarico  a 
struttura  tiroidea  ed  è  per  questo  che  piazziamo  questo  carcinoma 
nel  novero  degli  embriomi  cisto-solidi  dell'ovario,  ossia  fra  gli  ovo- 
blastomi,  considerandolo  un  archiblastomesenchimoma  ovo  spermio- 
blastico  ». 

Quanto  abbiamo  detto  per  i  neoplasmi  dell'ovario  a  struttura 
tiroidea  vale  altresì,  come  ora  vedremo,  per  i  carioepiteliomi  pri- 
mitivi dell'ovario  e  del  testicolo.  Infatti  la  prima  fase  di  formazione 
di  un  corioepitelioma  ovarico,  non  può  altrimenti  intendersi,  se  è 
giusto  quanto  si  è  detto  prima,  se  non  ammettendo  cbe  in  seguito 
all'azione  della  toxina  specifica  sulla  cellula-uovo,  si  sia  formato  un 
embrione  patologico  od  embrioma  solido  tridermico,  il  quale  ana- 
logamente all'embrione  fisiologico  che  si  origina  dall'unione  dello 
uovo  collo  spermatozoide,  non  appena  si  è  formato,  si  circonda  di 
membrane  protettive  e  nutritizie  ossia  di  membrane  fetali  patologiche 
analoghe  però  alle  membrane  fetali  fisiologiche  colle  quali  si  avvi- 
luppa l'embrione  fisiologico  non  appena  l'uovo  fecondato  ha  ade- 
rito alla  parete  uterina.  Si  può  dare  il  caso  però  che  l'embrione 
patologico  od  embrioma  solido  tridermico,  nell'ulteriore  suo  decorso, 
per  cause  difficili  a  stabilire,  si  arresti  nello  sviluppo,  mentre  le 
membrane  fetali  che  lo  inviluppano  continuino  nell'evoluzione,  la 
quale,  essendo  patologica  perchè  determinata  dall'influenza  della 
toxina  specifica,  darà  origine  a  quel  singolare  neoplasma  detto  co- 
rioepitelioma primitivo  ovarico,  identico  istologicamente  al  corioe- 
pitelioma uterino  consecutivo  a  fenomeni  gravidici. 

L'intervento  della  cellula-uovo  e  possiamo  dire  anche  dell'evo- 
blasto,  nel  formarsi  dell'embrioma  solido  e  del  corioepitelioma  ova- 
rici,  non  può  essere  dissimile  da  quello  dello  spermioblasto  nella 
genesi  dell'embrioma  solido  e  del  corioepitelioma  testicolari:  sè  è 
vero  che  lo  spermioblasto  sia  l'equivalente  dell'ovoblasto  e  in  senso 
lato  altresì  dell'ovulo  maturo,  dato  che  lo  spermioblasto  sia  il  pro- 
duttore continuo  degli  spermatozoidi,  come  l'ovoblasto  nel  periodo 
primordiale  della  vita,  è  stato  il  produttore  degli  ovuli. 

«  Ciò  posto,  noi  dicevamo  nella  nostra  opera  prima  citata,  si  deve 
ritenere  che  la  toxina  specifica  modificando  il  biochimismo  dello  sper- 
matoblasto,  lo  sospinga  ad  una  proliferazione  anaplastica,  la  quale  for- 
mando l'embrioma,  riproduce  in  senso  patologico  le  varie  fasi  della 
proliferazione  fisiologica  in  seguito  alla  quale  si  perviene  alla  genesi 
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degli  spermatozoidi.  Lo  spermatoblasto  dunque  per  una  serie  di  molti- 
plicazioni patologiche  giunge  a  riprodurre  quella  cellula  maschile 
patologica  analoga  ma  non  identica  allo  spermatosoide  il  quale  è  il 
risultato  di  una  serie  di  moltiplicazioni  fisiologiche  dello  spermato- 
blasto; cellula  maschile  patologica,  la  quale,  essendo  piti  resistente 
dello  spermatozoide  e  possedendo  in  sè  un'onnipotenza  generatrice 
a  un  dipresso  eguale  a  quella  della  cellula-uovo,  diventerà  la  ma- 
trice àQ\VembT-ioma  solido  testicolare,  il  quale,  come  l'embrioma  so- 
lido ovarico,  può  essere  tanto  trìdermico,  quanto  bidermico  o  mono- 
dermico. Se  infatti  la  proliferazione  anaplastica  di  questa  cellula  ma- 
schile patologica  si  orienta  in  modo  da  generare  i  rappresentanti 
di  tutti  e  tre  i  foglietti  del  blastoderma,  noi  avremo  il  tridermoma 
testicolare;  se  si  orienta  in  maniera  da  aversi  la  prevalenza  dei 
rappresentanti  di  due  soli  dei  foglietti,  noi  avremo  il  bidermoma; 
se  finalmente  si  orienta  in  modo  che  il  risultato  sia  la  formazione 
di  un  solo  tessuto,  noi  avremo  il  monodermoma.  È  lecito  dunque 
pensare:  che  il  legame  che  avvince  fra  loro  l'embrioma  solido  e  il 
corioepitelioma  primitivo  ovarici  sia  identico  a  quello  che  unisce 
l'embrioma  solido  e  il  corioepitelioma  primitivo  testicolari  e  perciò 
il  corioepitelioma  primitivo  del  testicolo  deve  essere  considerato  un 
enabrioma  solido  monodermico  ossia  uno  spermioblastoma  e  ritenuto 
un  archiblastomesenchimoma  ovo-spermioblastico.  » 

«  Ammesso  dunque  che  la  cellula  maschile  patologica  analoga  allo 
spermatosoide  per  la  sua  onnipotenza  generatrice,  ma  non  identica  perchè 
di  esso  assai  più  resistente,  proveniente  dalla  moltiplicazione  ana- 
plastica dello  spermatogonio,  possa  generare  anche  l'embrioma  so- 
lido monodermico  testicolare,  nel  modo  istesso  che  si  è  veduto  la 
cellula-uovo  produrre  l'embrioma  solido  monodermico  ovarico  in 
forma  di  neoplasma  a  struttura  tiroidea,  noi  veniamo  ad  avere  tutti 
i  dati  per  renderci  ragione  della  genesi  nei  tessuti  testicolari  non 
solo  del  corioepitelioma  primitivo,  ma  altresì  dell'encondroma,  del- 
l'osteoma,  del -mixoma,  del  mioma,  ecc.  ». 

Si  è  detto  che  la  prova  più  evidente  della  verosimiglianza  della  no- 
stra tesi  che  i  neonoplasmi  a  struttura  tiroidea,  ipernefroide,  mioma- 
tosa,  corioepiteliale,  ecc.,  dell'ovario  e  quelli  a  tessitura  encondroma- 
tosa,  miomatosa,  condro-mixomatosa,  corioepiteliale,  ecc.,  del  testicolo, 
non  siano  altro  che  embriomi  solidi,  nei  quali  i  tessuti  teroidio,  iper- 
nefroide, miomatoso,  encondromatoso,  corioepiteliale,  ecc.,  hanno  preso 
il  sopravvento  si  da  soffocare  colla  loro  proliferazione  esuberante 
tutti  gli  altri  tessuti  dei  quali  era  costituito  il  primo  nucleo  del- 
l'embrioma  solido,  era  data  dagli  embriomi  solidi  ovarici  e  testicolari 
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od  ovoblastomi  e  spermioblastomi,  nella  cui  intima  costituzione  as- 
sociati ai  tessuti  di  provenienza  di  due  o  di  tre  dei  foglietti  del 
blastoderma  vi  trovavano  aree  di  tessuto  corioepiteliale  ;  e  dagli  em- 
briomi  solidi  ovarici  e  testicolari  od  ovoblastomi  e  spermioblastomi 
nei  quali  il  tessuto  corioepiteliale  si  sarebbe  riscontrato  nelle  meta- 
stasi e  non  nel  neoplasma  primitivo. 

Embriomi  solidi  con  tessuto  corioepiteliale  descrissero  nell'ovario 
Lubarsch  e  Pick  e  nel  testicolo  Steinhaus,  Stalen,  Junien-Lavillauroi. 
Chevassu,  Steinert,  Delamare,  Carnet  e  Marie,  Dopter,  Grlaserfeld  e 
Pick;  ed  embriomi  solidi  con  metastasi  corioepiteliali  meritoA^oli  di 
menzione  sono  quelli  di  Dopter  e  di  Grlaserfeld  nel  testicolo  e  di 
Busse  nell'ovario.  Negli  embriomi  con  zone  corioepiteliali  tanto  nello 
ovario  quanto  nel  testicolo  il  tessuto  corioepiteliale  era  associato  : 
ora  ad  elementi  dei  tessuti  cutaneo  e  cartilagineo,  ora  ad  elementi 
dell'epitelio  mucoso  e  del  neuroepitelio,  ora  finalmente  ad  elementi 
del  tessuto  muscolare  liscio,  a  cartilagine  o  a  cisti  rivestite  da  uno 
o  più  strati  di  epitelio  cilindrico. 

Il  Pick  dall'esame  di  uno  dei  suoi  casi  di  embriomi  solidi  ovarici 
con  tessuto  corioepiteliale,  nel  quale  insieme  al  tessuto  corioepiteliale 
vi  erano  formazioni  cutanee  e  nervose  venne  a  dire,  che  in  questo 
caso  si  trattava  di  un  embrioma  tridermico,  dove  il  tessuto  corio- 
epiteliale, oltre  a  mescolarsi  con  altri  tessuti  di  genesi  ectodermica, 
come  sono  le  formazioni  cutanee  e  le  nervose,  presentava  con  questi 
ultimi  dei  punti  di  passaggio,  concludendo:  che,  essendo  dimostrato 
che  tanto  nell'  ovario  quanto  nel  testicolo  potevano  riscontrarsi 
teratomi  corioepiteliali,  si  poteva  ritenere  che  esistano  casi  nei  quali 
il  tessuto  corioepiteliale  prevalga  quasi  esclusivamente  sul  teratoma 
come  accade  nei  teratomi  ovarici  a  struttura  tiroidea. 

A  un  dipresso  alla  stessa  conclusione  perviene  il  Chevassu  a  pro- 
posito degli  embriomi  solidi  del  testicolo.  Egli  dice  infatti  che  «  nel- 
l'embrioma  questo  o  quell'elemento  possono  assumere  un'importanza 
predominante;  si  può  concepire  così  che  ciascuno  degli  elementi  costi- 
tuenti normalmeute  la  neoplasia  tridermica  possa  diventare  l'ele- 
mento predominante  del  neoplasma.  Si  potrà  descrivere  allora,  fra 
gli  embriomi  del  testicolo,  una  malattia  cistica,  nella  quale  la  tota- 
lità della  neoplasia  sarà  formata  da  cisti,  un  encondroma,  ove  si 
riscontrerà  sopratutto  della  cartilagine,  dei  miomi  lisci  o  striati,  dei 
mixomi,  degli  osteomi,  ecc.  ».  E  in  un  altro  punto  aggiunge  : 
«  Spingendo  le  cose  all'estremo  noi  possiamo  concepire  che  in  un 
embrioma  un  tessuto  divenga  a  tal  segno  preponderante  che  tutti 
gli  altri  tessuti  non  si  trovino  più.  In  tal  modo  si  spiegherebbero 
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quei  pochi  casi  che  sembrano  esistere  nella  scienza  di  encondromi, 
di  miomi  e  di  osteomi  puri  del  testicolo  ». 

Restaci  ora  a  dire  di  quei  casi  di  embriomi  solidi  ovarici  e  te- 
sticolari nei  quali  il  tessuto  corioepiteliale  si  sarebbe  trovato  nella 
metastasi  e  mancante  nel  neoplasma  primitivo  descritti  da  Busse^ 
da  Dopter  e  da  Griaserfeld,  embriomi,  a  nostro  credere,  notevol- 
mente importanti,  perchè  oltre  ad  offrire  la  controprova  che  i  co- 
rioepiteliomi  dell'ovario  e  del  testicolo  sono  veri  ovoblastomi  e  sper- 
mioblastomi,  dimostrano  la  possibilità  che  le  metastasi  degli  em- 
briomi possono  risultare  istologicamente  diverse  nella  loro  tessitura 
dal  neonoplasma  primitivo.  Appoggiandoci  unicamente  al  caso  di 
Grlaserfeld  si  trova  che  questo  spermioblastoma  tridermico,  poiché 
nella  sua  intima  compagine  esistevano  1  rappresentanti  dell'ectoderma, 
del  mesoderma  e  dell'endoderma,  aveva  prodotto  metastasi  nelle 
ghiandole  retroperitoneali,  formate  istologicamente  solo  da  tessuto 
corioepiteliale. 

Il  Glaserfeld  ammise  che  queste  metastasi  erano  il  risultato  del- 
l'entrata nel  torrente  circolatorio  sanguigno  e  linfatico  di  giovani 
cellule  indifferenziate  distaccatesi  dal  tessuto  indifferenziato  che 
aveva  sede  nel  neoplasma  primitivo.  L'esistenza  del  tessuto  indiffe- 
renziato nella  compagine  degli  embriomi  solidi  è  ammessa  dalla 
maggior  parte  degli  Oncologi,  e  a  tale  tessuto  indifferenziato  si 
ascrive  l'avvento  delle  metastasi  teratoidi  o  tridermiche  che  talvolta 
accompagnano  gli  ovoblastomi  o  gli  spermioblastomi. 

Ciò  posto  dobbiamo  chiederci:  è  possibile  che  un  tessuto  resti 
indifferenziato  in  un  embrioma  solido  in  mezzo  ad  altri  tessuti  che 
si  differenzino?  sotto  quale  forma  il  tessuto  indifferenziato  può 
presentarsi  e  in  che  modo  questo  tessuto  mentre  conserva  nel  neo- 
plasma primitivo  la  sua  indifferenziazione,  nelle  metastasi,  si  diffe- 
renzii  generando  tessuti  completamente  diversi  da  quelli  esistenti 
nel  focolaio  neoplastico  principale? 

In  quanto  alla  prima  domanda  diciamo,  che  la  possibilità  che  in 
un  embrioma  solido  ovarico  o  testicolare  sussistano  focolai  di  tes- 
suto non  differenziato  disseminati  in  mezzo  a  tessuti  differenziati, 
si  può  concepire  pensando  che  l'embrioma  solido  rappresentando  un 
vero  embrioma  patologico  equipollente  alVembrioma  fisiologico,  può, 
come  questo,  contenere  in  certe  sue  località,  come  una  specie  di  ri- 
serva, dei  tessuti  che  permangono  allo  stato  indifferenziato  ma  pronti 
sempre  a  differenziarsi,  non  appena  lo  impongano  le  necessità  del- 
l'accrescimento e  della  disseminazione  nelVembfione patologico  e  quelle 
della  difesa  e  della  reintegrazione  uQÌVembrione  fisiologico.  Nell'or- 
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ganismo  adulto  infatti,  oggi  è  assodato  da  numerose  ricerche,  che 
esistono  attorno  ai  rasi  sanguigni  e  sotto  agli  epiteli  cellule  indiffe- 
renziate di  provenienza  connettivale,  l'importanza  delle  quali  emerge 
nettissima  dalle  esperienze  di  Borrmann,  di  Vanzetti  e  Parodi,  di 
Greggio,  ecc. 

Da  queste  ricerche  emergerebbe,  non  solo,  che  dalle  cellule  con- 
nettivali  non  differenziate  perivascolari  sotto  un  determinato  stimolo 
potevano  provenire  elementi  connettivali  fra  loro  diversissimi,  ma 
altresì  che  dalle  cellule  connettivali  sotto  epiteliali  esistenti  nel  corion, 
sotto  determinate  contingenze,  potevano  generarsi  elementi  di  natura 
epiteliale  (Borrmann). 

«  Ora  se  è  possibile,  noi  scrivevamo  nel  nostro  «  Trattato  delle  neo- 
plasie  maligne  e  delle  infezioni  chirurgiche  »,  che  quanto  si  è  detto  si  ve- 
rifichi TiQWembrione  fisiologico  da  cui  poi  trae  origine  V organismo  adulto^ 
a  più  forte  ragione  siamo  di  avviso  che  ciò  sia  possibile  che  inter- 
venga in  un  embrione  patologico  il  quale  teoricamente  non  è  che  il 
primo  nucleo  di  origine  delVembrioma  solido  dell'ovario  e  del  te- 
sticolo ». 

«  Provata  così  per  analogia  la  possibilità  dell'esistenza  di  tessuti 
indifferenziati  negli  embriomi  solidi,  viene  in  campo  la  seconda 
questione:  sotto  quale  forma  i  tessuti  indifferenziati  si  presentano 
e  in  che  modo  danno  origine  a  metastasi  nelle  quali  possono  riscon- 
trarsi tessuti  che  non  esistono  nel  neoplasma  primitivo?  A  noi 
sembra  che  il  fatto  possa  spiegarsi  in  questa  maniera.  Si  può  pen- 
sare che  lo  spermioblasto,  l'ovoblasto  o  l'ovulo  maturo,  non  appena 
sono  rimasti  modificati  nel  loro  biochimismo  dall'antigeno  del  pa- 
rassita specifico  dei  carcinomi,  per  i  poteri  onnipotenti  che  queste 
cellule  del  liniaggio  germinativo  posseggono,  si  comporterebbero 
come  si  comporta  l'ovulo  maturo  una  volta  incontrato  dallo  sperma- 
tozoide;  esse  cioè,  si  costituirebbero  il  centro  di  un  embrione  patolo- 
gico come  fa  l'uovo  fecondato  che  si  rende  centro  di  un  embrione 
fisiologico  e  andrebbero  incontro  alla  segmentazione  patologica,  il  cui 
risultato  sarebbe  la  costituzione  di  blastomeri  patologici,  matrici  dei 
futuri  tessuti  che  formerebbero  Vovoblastoma  o  lo  spermioblastoma  ; 
identicamente  a  quanto  avviene  nell'uovo  fecondato,  il  quale  segmen- 
tandosi genera  i  blastomeri  fisiologici  che  rappresentano  la  sorgente 
dei  futuri  tessuti  AeW organismo  normale  ». 

«  Perchè  bene  si  intenda  l'ulteriore  diportarsi  dei  blastomeri  pa- 
tologici una  volta  formati,  noi  dobbiamo  ricorrere  allo  analogie  che 
ci  offrono  i  blastomeri  fisiologici.  Riportandoci  a  ciò  che  avviene  non 
appena  l'ovulo  rimane  fecondato,  noi  vediamo  che  avvenuta  la 
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segmentazione  e  costituitasi  la  blastula,  uno  o  più  blastomeri  pos- 
sono arrestarsi  nel  loro  processo  di  differenziazione  o  rimanere  in- 
clusi nella  cavità  generale  di  segmentazione,  da  dove,  costituitasi  la 
gastrula,  possono  rimanere  impigliati  nei  costituendi  tessuti  ed  or- 
gani dell'embrione,  ed  ivi,  mantenendo  le  loro  facoltà  primitive, 
restare  inclusi  finché:  o  vanno  incontro  alla  degenerazione;  o  proli' 
/erano  generando  la  cisti  dermoide  ;  o  diventando  anaplastici  per  astone 
di  un  antigeno  specifico,  dare  origine  a  neoformazioni  che  noi  abbiamo 
detto  rientrare  nel  novero  degli  archiblastomesenchimomi  hlastomerici, 
come  sono  i  neoplasmi  complessi  che  si  evolvono  principalmente  nei 
reni  dei  neonati  e  dei  bambini  ». 

«  A  un  dipresso  lo  stesso  noi  crediamo  intervenga  coi  blastomeri 
patologici.  Costituitisi  questi  blastomeri,  può  darsi  il  caso,  che  alcune 
di  queste  cellule  segmentali  non  seguano  le  altre  loro  congeneri 
nelle  ulteriori  differenziazioni  per  formare  i  vari  tessuti  e  rudimenti 
di  organi  del  futuro  embrioma  solido  cioè  a  dire  dell'embrione  pato- 
logico; ma  rimangano  invece  indifferenziate  ed  impigliate  in  mezzo 
a  questi  tessuti  o  rudimenti  di  organi,  conservando  per  un  certo 
tempo  però  11  potere  di  differenziarsi.  Ora  il  destino  di  questi  bla- 
stomeri patologici  o  cellule  segmentali  patologiche,  a  nostro  avviso, 
è  triplice:  se  rimangono  inerti  fra  i  tessati  dell' ovoblastoma  o  dello 
spermioblastoma  vanno  incontro  alla  degenerazione,  come  interviene 
per  i  blastomeri  fisiologici  che  rimanendo  inclusi  nell'embrione  fisio- 
logico non  giungano  a  produrre  nè  la  cisti  dermoide  e  nemmeno  il 
neoplasma  complesso  del  rene;  se  restano  fra  i  tessuti  dell' embrioma 
solido  e  generano  tessuto  embrionale,  cooperano  all'  accrescimento  del 
neoplasma  ;  se  finalmente  prendono  la  via  sanguigna  di  buon'ora,  e  negli 
embriomi  solidi  il  sistema  vasale  è  svilnppatissimo,  e  si  fissano  in  un 
punto  qualsiasi  dell'  organismo  portatore  dell' ovoblastoma  o  dello  sper- 
mioblastoma, produrranno  un  neoplasma  secondario  ossia  una  metastasi, 
la  cui  intima  tessitura  potrà  contenere  tessuti,  data  la  quasi  onnipotenza 
generatrice  dei  blastomeri  o  cellule  segmentali,  differenti  da  quelli  che 
si  trovano  nel  neoplasma  primitivo  ». 

«  Concependo  i  fatti  in  tal  guisa  sarà  agevole  il  comprendere,  che 
una  cellula  segmentale  patologica  ossia  un  blastomero  patologico, 
fissandosi  lungi  dal  suo  punto  di  origine  possa,  per  cause  intrin- 
seche al  sito  di  sua  fissazione,  andare  incontro  a  una  differenzia- 
zione il  cui  risultato  saranno  tessuti  che  non  troveranno  riscontro 
nel  neoplasma  primitivo  ». 

«  Ammettendo  ciò,  scaturisce  come  logica  conseguenza  il  ritenere, 
che  l'avvento  metastatico  talvolta  si  verifichi  contemporaneamente 
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o  quasi  al  costituirsi  dell'embrioma  solido,  ipotesi  a  nostro  credere 
da  accogliersi  allorquando  si  rifletta  che  il  volume  di  queste  meta- 
stasi eguagli  spesso  e  superi  talvolta  quello  della  neoformazione 
primitiva  ». 

E  come  conclusione  di  tutto  quanto  abbiamo  esposto  in  rapporto 
alla  nostra  ipotesi  ovo-spermioblastica  nella  genesi  degli  embriomi 
solidi  dell'ovario  e  del  testicolo  trascriviamo  le  parole  con  le  quali  nel 
nostro  «  Trattato  delle  neoplasie  maligne  e  delle  in f esioni  chirurgiche  »^ 
abbiamo  chiuso  la  discussione  istopatogenetica  di  quei  neoplasmi 
complessi  delle  ghiandole  seminali  maschili  e  femminili  che  abbiamo 
detto  dover  essere  compresi  sulla  classe  degli  archiblastomesenchi- 
momi  ovo-spermioblastici. 

«  Che  essendo  provato^  noi  scrivevamo,  che  in  un  emhrioma  hi- 
dermico  o  tridermico  possa  sussistere  anche  tessuto  corioepiteliale, 
ed  altresì,  che  un  emhrioma  hidermico  o  tridermico  non  ostante  che 
nella  sua  intima  compagine  non  si  riscontri  tessuto  corioepiteliale, 
possa  generare  metastasi  la  cui  fina  anatomia  risulti  formata  da 
tessuto  corioepiteliale,  rimane  dimostrato:  che  i  corioepiteliomi  pri- 
mitivi delle  ghiandole  genitali  maschili  e  femminili,  per  quello  che  ab- 
biamo detto  a  proposito  dell' istopatogenesi  degli  archiblastomesenchimomi 
ovo-spermioblastici,  debbano  ritenersi  come  neoformazioni  insorte  conse- 
cutivamente alla  pr oli fer asiane  anaplastica  determinata  sotto  Vinfluensa 
di  nn  antigeno  parassitario  specifico,  dello  spermioblasto  nel  maschio  e 
delVovoblasto  o  dell'ovulo  maturo  nella  femmina;  e  che  la  genesi  di 
queste  neoplasie  va  per  conseguensa  riportata  al  fatto,  che  non  appena 
si  è  formato  il  primo  nucleo  dell'embrioma,  che  più  tardi  dovrà  svol- 
gersi come  corioepitelioma,  le  membrane  cariali  che  lo  avvolgevano  e  lo 
proteggevano,  presero  il  sopravvento  sugli  altri  tessuti  dell' emhrioma  e 
soffocando  colla  proliferasione  vertiginosa  dei  loro  elementi  tutti  gli 
altri  tessuti  costituirono  il  neoplasma  corioepiteliale  ;  in  tal  guisa  viene 
spiegata  la  genesi  non  solo  dei  corioepiteliomi  primitivi  delle  ghiandole 
seminali  maschili  e  femminili,  che  non  sono  altro  che  embriomi  mono- 
dermici  nel  vero  senso  della  parola,  ma  altresì  dei  neoplasmi  avarici  a 
strntturu  tiroidea  a  ipernefroide,  e  degli  encondromi,  dei  mixomi,  degli 
osteomi,  dei  miomi,  ecc.^  avarici  e  testicolari  ;  i  quali  per  le  ragioni 
dette  vanno  considerati  analoghi,  in  quanta  alla  patogenesi  loro,  ai  co- 
rioepiteliomi primitivi  e  per  conseguensa  vanno  riguardati  niente  altro 
che  embriomi  solidi  monodermici . 


Padova,  giugno,  1911. 


92 


Spiegazione  delle  Tavole. 

TAVOLA  1. 

FiG.  1.  —  Oc.  comp.  4,  obb.  Imm.  7i5i  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina  ed  eosina.  Tessuto  angiomatoso  in  cui  si  vedono  numerose  lacune 
sanguigne  a  pareti  rivestite  da  endotelio,  contenenti  corpuscoli  rossi  e 
leucociti  normali.  Varie  cellule  endoteliali  si  vedono  in  moltiplicazione 
diretta  e  qualcuna  in  proliferazione  citodieritica. 

PiG.  2.  —  Oc.  comp.  4,  obb.  Imm.  '/ui  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina  ed  eosina.  Tessuto  endoteliomatoso  dove  le  cellule  disposte  a  mo- 
saico, hanno  citoplasma  poligonale  e  granuloso  e  nuclei  molto  grossi 
alcuni  dei  quali  nella  fase  citodieritica,  altri  in  quella  di  riposo,  questi 
ultimi  con  evidentissimi  blocchetti  perfettamente  sferici  di  paranu- 
cleina. 

TAVOLA  II. 

PiG.  3.  —  Oc.  12,  obb.  2.  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  ed  arancione. 

Tessuto  sarcomatoso  con  necrosi  centrale  per  emorragia. 
FiG.  4.  —  Oc.  8,  obb.  2.  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  ed  eosina. 

Tessuto  mixomatoso. 

TAVOLA  IIL 

FiG.  5.  —  Oc.  comp.  4,  obb.  Imm,  '/u)  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  eosina.  Glia  a  cellule  aracniformi. 

Fio.  6.  —  Oc.  comp.  4,  obb.  Imm.  Vis»  Koristka.  Colorazione  coli'  indopicro- 
carminio.  Qlia  a  nuclei  gliari  e  a  fibrille.  La  maggior  parte  delle  cellule 
della  nevroglia  sono  degenerate. 

FiG.  7.  —  Oc.  4,  obb.  2,  Koristka.  Colorazione  coll'indopicrocarminio.  Glia  a 
nuclei  gliari  e  a  fibrille. 

TAVOLA  IV. 

FiG.  8.  —  Oc.  1,  obb.  6,  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  ed  eosina. 
Glia  a  cellule  fusate  dove  si  nota  l'orientarsi  degli  elementi  gliomatosi 
per  formare  un  tessuto  compatto  e  prendere  così  parte  alla  costituzione 
della  capsula. 

FiG.  9.  —  Oc.  1,  obb.  6,  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  ed  aran- 
cione. Glia  pleomorfocellulare  dove  si  vedono:  cellule  ipermegaliche ; 
masse  protoplasmatiche  prive  di  nuclei;  cellule  nelle  quali  del  nucleo 
non  si  scopre  altro  che  l'impronta  essendo  scomparsa  la  sostanza  cro- 
matica; leucociti  e  cellule  avventiziali  attorno  alle  pareti  vasali;  cellule 
gliomatose  in  rapporto  con  le  pareti  vasali  e  piccole  cellule  della  glia 
o  cellule  indifferenti. 
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TAVOLA  V. 

FiG.  10.  —  Oc.  4,  obb.  Imm.  Vis»  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  e 
safranina.  Glia  sincisiale  in  cui  le  cellule  sono  fra  loro  riunite  a  mezzo 
dei  rispettivi  prolungamenti.  L'aspetto  del  sincizio  di  questa  glia  è  uguale 
a  quello  che  si  osserva  nella  vita  embrionale  durante  il  formarsi  del  tes- 
suto gliale.  Si  vedono  anche  cellule  giganti  formate  dalla  fusione  del  pro- 
toplasma di  più  cellule. 

FiG,  11.  —  Oc.  1,  obb.  6,  Koristka,  Colorazione  con  ematossilina  ed  eosina. 
Glia  a  cellule  pleomorfe  risultante:  di  cellule  a  cometa;  di  cellule  glie- 
matose  piccolissime  rotonde  e  fusate  ;  di  masse  protoplasmatiche  rotonde, 
ovoidali,  piriformi,  prive  di  nuclei  ;  di  leucociti  e  di  nuclei  privi  del  ri- 
vestimento protoplasmatico. 

FiG.  12.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Visi  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  arancione.  Ipermegacita  con  nucleo  a  pianta  acquatica. 


TAVOLA  VI. 

FiG.  13.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Yisi  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  eosina.  Cellula  ultraipertrofica  a  nucleo  floreale,  con  inclusi: 
leucociti,  cellule  reticolate  degenerate  e  piccole  cellule  nevrogliche. 

FiG.  14.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/is-  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  eosina.  Ipermegacita  a  nucleo  floreale  con  una  piccola  cellula 
nevroglica  ed  una  cellula  reticolata  degenerata  inclusi. 

FiG.  15.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Vis)  Koristka.  Colorazione  con  indopicro- 
carminio.  Cellula  ultraipertrofica  a  nucleo  a  ninfea  con  protoplasma 
seghettato. 

TAVOLA  VII. 

FiG.  16.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/is»  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  eosina.  Cellula  ultraipertrofica  con  nucleo  a  ninfea  e  con  proto- 
plasma spinoso. 

FiG.  17.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/j^,  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  arancione.  Cellula  ipermegalica  a  nucleo  floreale  con  una  cellula 
nevroglica  inclusa. 

FiG.  18.  —  Oc.  comp.  8,  ebbi.  Imm.  7is»  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  arancione.  Ipermegacita  con  nucleo  a  pianta  acquatica,  a  pro- 
toplasma seghettato  e  con  numerosi  leucociti  e  cellule  indifferenti  ne- 
vrogliche incluse. 

TAVOLA  Vili. 

FiG.  19. —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/is'  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  eosina.  Cellula  ultraipertrofica  con  nucleo  a  pianta  acquatica  e 
con  protoplasma  spinoso  contenente  leucociti, 

FiG.  20.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm,  '/is!  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  arancione.  Cellula  ultraipertrofica  a  nucleo  informe  per  enorme 
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rigonfiamento  della  sostanza  cromatica,  a  protoplasma  asimmetrico  e  con 
leucociti  inclusi. 

FiG.  21.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  7i6>  Koiistka.  Colorazione  all'emateiua. 
Ipermegacita  a  nucleo  a  pianta  acquatica  con  numerosi  elementi  nel 
protoplasma  e  nel  nucleo  di  natura  leucocitaria  e  gliomatosa. 

TAVOLA  IX. 

PiG.  22.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  7i5)  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina  ed  eosina.  Cellula  ultragigaute  a  nucleo  e  a  protoplasma  asimme- 
trici quest'ultimo  seghettato,  e  con  cellule  gliari  incluse  nel  protoplasma 
e  nel  nucleo.  Una  delle  cellule  incluse  nel  nucleo  è  sul  punto  di  scin- 
dersi in  due,  ciò  che  dimostra  la  vitalità  delle  cellule  incluse.  Questo 
fatto  si  desume  altresì  dall'alone  chiaro  esistente  attorno  al  coi'po  delle 
cellule  incluse,  alone  che  indica  la  dissoluzione  del  protoplasma  della 
cellula  ultraipertrofica. 

PiG.  23.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina  e  safranina.  Cellula  ultragigante  a  nucleo  informe  con  cromatina 
molto  rigonfiata,  a  protoplasma  seghettato  asimmetrico  e  contenente 
cellule  incluse. 

TAVOLA  X. 

PiG.  24. —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Yu;  Koristka.  Colorazione  con  eraatossi- 
lina  ed  eosina.  Cellula  ultragigante  a  protoplasma  spinoso  e  vacuolizzato, 
a  nucleo  lobato  irregolare  e  con  numerosi  elementi  inclusi  nel  citoplasma. 

FiG.  25.  —  Oc.  comp.  8,  obb,  Imm.  Vis'  Koristka.  Colorazione  con  ema tossi- 
lina  ed  eosina.  Cellula  ultraipertrofica  a  nucleo  irregolare,  rigonfio, 
pieno tico,  con  numerosi  elementi  inclusi  alcuni  dei  quali  in  moltiplica- 
zione diretta,  e  fornita  di  protoplasma  spinoso  e  seghettato  poco  volu- 
minoso rispetto  al  volume  del  nucleo. 

FiG.  26.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Yu?  Koristka.  Colorazione  con  ema  tossi- 
lina  e  safranina.  Cellula  ultragigante  a  nucleo  floreale. 

FiGi  27.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  7is>  Koristka.  Colorazione  con  indopicro- 
carminio.  Cellula  ultraipertrofica  a  nucleo  in  moltiplicazione  per  fi-am- 
mentazione  indiretta  e  a  protoplasma  granuloso  contenente  una  cellula 
avventiziale  nel  suo  interno. 

TAVOLA  XL 

FiG.  28.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/u'  Koristka.  Colorazione  con  ematos- 
silina  ed  eosina.  Cellula  ultraipertrofica  a  nuclei  multipli  variamente 
conformati  ed  il  più  grosso  in  via  di  distruzione  vacuolare  e  con  pro- 
toplasma spinoso,  variamente  vacuolizzato,  contenente  numerose  cellule 
nevrogliche. 

FiG.  29.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/ibi  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina  e  safranina.  Cellula  ipermegalica  a  protoplasma  spinoso,  seghettato 
e  vacuolizzato  contenente  numerosi  elementi  gliali  e  mesenchimali  in- 
clusi e  avente  un  nucleo  in  forma  di  ali  di  farfalla  e  di  mosca. 
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TAVOLA  XII. 

FiG.  39.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Vis»  Koristka.  Cellule  ipermegaliche.  Co- 
lorazione con  ematossilina  e  safranina.  I.  Cellula  a  protoplasma  piri- 
forme vacuolizzata,  a  nucleo  ad  anello  con  iniziale  degenerazione  va- 
cuolare; II.  Cellula  a  protoplasma  fusato  vacuolizzato,  con  due  cellule 
granulose  degenerate  incluse  e  con  nuclei  in  incipiente  degenerazione 
vacuolosa;  III.  Cellula  a  protoplasma  piriforme  granuloso,  con  nucleo 
in  frammentazione  indiretta  in  forma  di  polipo  e  con  tendenza  dei  fram- 
menti distaccati  dal  nucleo  principale  di  fuoriuscire  dal  protoplasma 
cellulare;  IV.  Cellula  fusata  con  nucleo  picnotico  e  vacuolizzato. 

FiG.  31.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  ^u»  Koristka.  Cellule  ipermegaliche.  Co- 
lorazione con  indopicrocarminio.  I.  Cellula  a  protoplasma  fusato  e  se- 
ghettato, a  nucleo  ad  anello  in  avanzata  degenerazione  vacuolare  e  con 
nell'interno  numerosi  elementi  nevroglici;  II.  Cellula  ultragigante  piri- 
forme a  doppio  nucleo,  il  primo  in  moltiplicazione  per  frammentazione 
indiretta  e  vacuolizzato,  il  secondo,  in  degenerazione  vacuolare  e  con 
numerosi  leucociti  nell'interno.  Anclie  i  nuclei  variamente  conformati 
delle  cellule  III  e  IV  sono  in  degenerazione  vacuolai-e  e  in  preda  al 
fagocitismo  dei  leucociti  e  delle  cellule  nevrogliche. 

TAVOLA  XIII. 

PiG.  32.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm,  '/ni  Koristka.  Cellule  giganti.  Colorazione 
con  ematossilina  ed  eosina.  Le  cellule  I,  II  e  III,  entrano  nella  cate- 
goria delle  cellule  ipermegaliche,  la  IV  no.  Le  prime  hanno  protoplasma 
variamente  conformato  e  nucleo  con  sostanza  cromatica  rigonfia  e  con 
vacuoli  dove  si  contengono  numerosi  elementi  alcuni  in  moltiplicazione 
diretta.  La  cellula  IV  è  una  grossa  cellula  nevroglica  fusata  a  nucleo  non 
in  fase  regressiva  e  contenente  abbondanti  blocchetti  di  cromatina. 

FiG.  33.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/isi  Koristka.  Cellule  ultraipertrofiche.  Co- 
lorazione con  ematossilina  ed  eosina.  Le  cellule  I,  III  e  IV  sono  cellule 
gigauti  a  nucleo  ipercromatico,  con  sostanza  cromatica  rigonfia  e  a  proto- 
plasma fusato  granuloso  e  vacuolizzato.  Le  cellule  III  e  IV  sono  in  pro- 
cinto di  espellere  il  nucleo  dal  loro  corpo.  La  cellula  II  ha  il  protoplasma 
spinoso  ed  il  nucleo  ridotto  a  un  enorme  vacuolo  dove  sono  compresi  tre 
elementi  probabilmente  di  natura  leucocitaria.  La  cellula  V  ha  il  nucleo 
ipercromatico  in  moltiplicazione  per  frammentazione  indiretta. 

TAVOLA  XIV. 

FiG.  34.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Vis?  Koristka.  Cellule  ultraipertrofiche. 
Colorazione  con  ematossilina  ed  eosina.  I,  Cellula  gigante  con  proto- 
plasma vacuolizzato  e  seghettato  a  nucleo  ipercromatico  e  con  vacuoli  ; 
II  e  III,  Cellule  giganti  con  sostanza  cromatica  ipertrofica  in  via  di 
fuoriuscire  in  loto  dal  protoplasma;  I  e  IV",  Cellule  giganti  in  via  di 
espellere  frammenti  nucleari  :  V,  Cellula  gigante  a  protoplasma  irrego- 
lare, seghettato  e  con  nucleo  in  proliferazione  per  frammentazione  indiretta. 
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FiG.  35.  —  Oc,  comp.  8,  obb.  Imm.  '/in  Koristka.  Cellule  ultraipertrofiche. 
Colorazione  con  ematossilina  ed  eosina.  I  e  IV,  Cellule  giganti  nelle 
quali  il  nucleo  è  quasi  ridotto  invisibile  per  la  distruzione  della  so- 
stanza cromatica;  IV,  Cellula  gigante  contenente  due  nuclei;  in  quello 
posto  al  di  sopra  la  sostanza  cromatica  persiste,  in  quello  posto  al  di- 
sotto la  sostanza  cromatica  è  distrutta:  III,  Cellula  gigante  a  proto- 
plasma piramidale  con  prolungamenti,  alcuni  dei  quali  dicotomizzati; 
V,  Massa  protoplasmatica  dalla  quale  si  è  avuta  la  fuoriuscita  del 
nucleo;  II,  Nucleo  fuoriuscito  e  privo  di  rivestimento  protoplasmatico. 

TAVOLA  XV. 

FiG.  36.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  eosina.  Cellule  giganti  con  nuclei  in  degenerazione  picnotica  e 
vacuolare  (IV  e  V)  e  cromatolitica  (I,  II,  III  e  VI). 

FiG.  37.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  cosina.  Cellule  giganti  con  nuclei  in  cromatolisi  e  vacuolizzati  e 
con  protoplasma  ovoidale,  piriforme  e  fusate. 

TAVOLA  XVI. 

PiG.  38.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  Vis'  Koristka.  Cellule  ultraipertrofiche. 
Colorazione  con  ematossilina  e  safranina.  I,  Cellula  gigante  in  prolife- 
razione per  frammentazione  indiretta  i  cui  frammenti  nucleari  staccati 
dalla  massa  principale  del  nucleo  sono  pronti  per  fuoriuscire  dai  pro- 
toplasma cellulare;  II,  Cellula  gigante  con  i  frammenti  nucleari  in  via 
di  abbandonare  il  protoplasma;  III,  Cellula  gigante  con  protoplasma 
vacuolizzato  e  con  un  nucleo  colto  dalla  degenerazione  cromatolitica  e 
vacuolare  nel  periodo  della  moltiplicazione  per  frammentazicne  indiretta; 
IV  e  V  Cellule  piccole  col  nucleo  in  frammentazione  indiretta. 

FiG.  39.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  7i5>  Koristka.  Cellule  ultraipertrofiche. 
Colorazione  con  ematossilina  ed  arancione.  I  e  IV,  Cellule  ipermegaliche 
con  protoplasma  vacuolizzato  e  ialino  e  con  nuclei  in  preda  alla  dege- 
nerazione cromatolitica;  II  e  III,  Cellule  giganti  a  protoplasma  omo- 
geneo e  con  nuclei  in  moltiplicazione  diretta  multipla. 

TAVOLA  XVII. 

FiG.  40.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  '/is'  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  arancione.  Cellule  ipermegaliche  con  nucleo  in  moltiplicazione 
per  frammentazione  indiretta  a  protoplasma  ialino,  granuloso  e  vacuo- 
lizzato.  I  nuclei  sono  in  ipereromatolisi  ed  altri  hanno  il  reticolo  cro- 
matico spezzettato. 

FiG.  41.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.  ^/i^,  Koristka.  Colorazione  con  ematossi- 
lina ed  eosina.  Cellule  ipermegaliche  di  varia  dimensione  e  forma  con 
nuclei  nella  fase  della  moltiplicazione  per  frammentazione  indiretta.  I 
nuclei  sono  in  preda  alla  degenerazione  ipocromatolitica  ed  ipercromato- 
litica  ed  alla  vacuolizzazione. 
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TAVOLA  XVIII. 

riG.  42.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  Imm.        Koristka.  Colorazione  con  emallume. 
Cellule  ipermegaliche  a  protoplasma  omogeneo  e  vacuolizzato  e  con  nuclei 

in  moltiplicazione  per  frammentazione  indiretta.  Alcuni  sono  in  ipercro- 

matolìsi  ed  altri  in  ipocromatolisi. 
hG.  43.  —  Oc.  1,  obb.  6.  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  e  safranina. 

Glia  pleomorfocellulare  con  elementi  in  rapporto  diretto  con  la  parete 

vasale  a  mezzo  dei  loro  prolungamenti  protoplasmatici. 


TAVOLA  XIX. 

i^iG.  44.  —  Oc.  1,  obb.  6,  Koristka.  —  Colorazione  con  ematossilina  ed  aran- 
cione. Zona  inisiale  neoplastica.  Sostanza  bianca  mostrante  le  metamor- 
fosi a  carico  dei  nuclei  gliari  e  delle  cellule  della  glia  tipo  Golgi. 

PiG.  45.  —  Oc.  1,  obb.  6,  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  e  safranina. 
Zona  inisiale  neoplastica.  Sostanza  bianca  dove  si  rileva  nelle  cellule 
del  tipo  Golgi  la  ipertrofia  del  citoplasma  e  del  carioplasma  che  menano 
alla  degenerazione  ipertrofica  della  cellula  e  quindi  alla  formazione  delle 
celiale  ipermegaliche  od  ultraipertrofiche.  Molti  dei  nuclei  di  queste 
cellule  sono  in  proliferazione  per  frammentazione  indiretta,  ed  alcuni 
anche  in  moltiplicazione  diretta  multipla.  Alcune  cellule  presentano  il 
nudo  picnotico,  altre  in  ipocromatosi. 

i^iG-.  46.  —  Oc.  comp.  8,  obb.  3,  Koristka.  Colorazione  con  ematossilina  e  sa- 
franina. Zona  inisiale  neoplastica.  Sostanza  bianca  dove  i  nuclei  gliari 
sono  fortemente  aumentati  e  gli  astrociti  metamorfosati  in  elementi  che 
simulano  le  cellule  piramidali. 
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Clinica  Pediatrica  della  R.  Università  di  Rojia 

diletta  dal  prof.  L.  CONCETTI 


i  Suirimportanza  della  presenza  degli  Ifomì- 
cetì  nelle  farine  impiegate  per  Falimenta- 
zione  del  bambino. 

Dott.  FEIXCESCO  VALAGUSSA, 
primo  aiuto  e  docente  di  Clinica  Pediatrica  nella  R.  Università  di  Roma. 

Gli  Ifomiceti  non  hanno  nella  patologia  umana  l'importanza  degli 
Schizomiceti;  certo  è  però  che  essi  hanno  delie  proprietà  degne  di 
considerazione  e  che,  rilevate,  potranno  forse  colmare  qualche  la- 
cuna tutt'ora  esistente  sulle  conoscenze  dell'etiologia  delle  malattie. 

Sono  gli  Ifomiceti  straordinariamente  vari  e  diffusissimi  nel- 
l'ambiente ;  per  lo  più  innocui,  altri  leggermente  ed  altri  notevol- 
mente patogeni. 

In  questi  ultimi  anni  è  stata  posta  su  di  essi  l'attenzione  dei  ri- 
cercatori a  proposito  di  un  problema  scientifico  e  sociale  che  tuttora 
affatica  molte  menti  :  quello  della  pellagra.  Molti  studi  ed  esperi- 

'I  menti  vennero  fatti  sugli  Ifomiceti  per  risolvere  la  questione  etio- 
logica  della  pellagra:  e  per  alcune  specie  gli  autori  son  venuti  a 

1  delle  conclusioni  importanti,  benché  non  sempre  e  pienamente  con- 
cordi. 

Fu  appunto  nell'  Istituto  di  Igiene  di  Roma  che  il  Di  Pietro,  oc- 
cupandosi dell'argomento,  stabilì  il  quadro  della  fenomenologia  del- 
rintossicazione  penicillare  con  queste  parole:  «  Nell'avvelenamento 
con  l'ingestione  di  spore  della  varietà  tossica  di  Penicilliim  glaiiciim 
o  con  la  sostanza  tossica  estratta  dal  penicillo,  per  via  gastrica  o 
ipodermica,  i  sintomi  obbiettivi  più  importanti  e  frequenti  sono  quelli 
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che  si  manifestano  a  carico  del  sistema  nervoso  :  disturbi  della  mo- 
tilità, un  insieme  di  manifestazioni  paretiche  e  spastiche,  tremore 
che  talora  va  fino  ai  più  violenti  spasmi  clonici,  lieve  atassia  agli 
arti  superiori,  esagerazione  dei  riflessi  e  del  tono  muscolare,  un  com- 
plesso cioè  di  fatti  spinali  che  fanno  pensare  ad  alterazione  nei  fasci 
piramidali  crociati  e  nella  sostanza  grigia  del  midollo.  Si  nota 
inoltre  salivazione  abbondante,  emissione  frequente  di  urina  fino 
all'incontinenza,  diarrea  preceduta  da  stipsi,  inappetenza,  arrossa- 
mento anormale  sugli  zigomi  ;  labbra  e  lingua  aride,  vertigini  :  peso 
specifico  delle  urine  inferiore  al  fisiologico. 

Fatti  subbiettivi:  senso  di  peso  al  capo,  sbalordimento,  cefalea, 
senso  di  vertigine,  senso  di  debolezza  diffusa  a  tutto  il  corpo,  calore 
e  prurito  sulla  pelle,  facile  eccitabilità,  ecc. 

Il  Di  Pietro  coltivò  gli  Ifomiceti  nel  mais  avariato  e  venne  alle 
seguenti  conclusioni  generali,  che  possiamo  cosi  riassumere:  tanto 
nel  mais  naturalmente  avariato,  proveniente  da  località  infeste  da 
pellagra,  quanto  in  quello  fatto  muffire  in  laboratorio,  si  rinven- 
gono penicilli,  specie  i  penicilli  verdi,  seguono  gli  aspergini,  le 
hothritis,  i  blastomiceti  e  saccaromiceti,  gli  schizomiceti. 

Nei  substrati  maidici  ammuffiti,  ma  non  putrefatti,  privati  delle 
patine,  il  di  Pietro  non  ha  rinvenute  sostanze  tossiche  di  natura 
basica,  nè  glucosidica:  e  quando  dall'esperimento  fisiotossico  ha 
avuto  indizi  di  veleni  ad  azione  generale  ha  constatato  che  trat- 
tavasi  di  tracce  di  alcool  e  di  combinazioni  eteree  con  acidi  organici. 

I  substrati  colturali  liquidi  e  solidi  su  cui  avevano  vegetato  co- 
muni Ifomiceti  del  mais,  si  son  mostrati,  dopo  privati  delle  patine, 
sempre  privi  di  tossicità  su  cavie  e  conigli  non  ostante  le  alte  dosi 
date  per  tre  giorni;  quindi  queste  muffe  non  producono  veleni 
fissi  solabili  in  acqua  o  diffusibili  ai  mezzi  colturali. 

Le  patine  di  Penicilhim  glancum  soltanto,  e  più  propriamente  di  una 
varietà  di  questo,  si  son  mostrate  tossiche. 

La  sostanza  tossica  non  si  diffonde  al  terreno  di  coltura,  ma  resta 
negli  elementi  ifomicetici,  appartiene  alle  spore,  non  ai  miceli  ;  non 
scompare  nel  processo  di  putrefazione,  resiste  all'ebollizione  di  pa- 
recchie ore  in  acqua  a  100  gradi  centigradi;  è  estraibile  con  i  co 
muni  solventi  dei  grassi. 

L'uomo  è  più  sensibile  di  tutti  gli  animali  a  questa  sostanza  tos- 
sica, che,  data  per  via  gastrica  ed  ipodermica,  riproduce  gli  stessi 
effetti  delle  spore  da  cui  deriva.  Questi  effetti  ricordano  i  sintomi 
della  pellagra:  dimagramento,  paresi,  tremore,  esagerazione  dei  ri- 
flessi, diarrea  ostinata,  andatura  paretico-spastica,  ecc.  Probabilmente 
questo  veleno  penicillare  che  è  glucoside,  è  l'agente  pellagrogeno 
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ed  il  Penicilhim  glaiiciim  che  lo  produce  è  un  tipo  ben  distinto  e 
caratterizzato. 

Il  Ceni  dimostrò  che  le  spore  dello  Aspergillns  fnmigatus  ed  anche 
del  flavescens  mettono  in  libertà  un  tossico  convulsivante  indipen- 
dentemente dal  substrato  nutritivo  sul  quale  il  germe  è  cresciuto. 

Il  Grosio  ha  esperimentato  l'azione  dei  veleni  di  diverse  specie  di 
penicilli  e  di  aspergini  concludendo  che  non  si  tratta  di  una  pro- 
teina nè  di  una  vera  tossina,  ma  di  un  veleno  cristallizzabile  in 
rapporto  con  la  fermentazione  aromatica  che  caratterizza  la  bio- 
logia degli  Ifomiceti.  Il  Penicillinm  glaucnm  fu  riconosciuto  capace 
di  trasformare  le  catene  aperte  degli  idrati  di  carbonio  in  catene 
chiuse  con  produzione  di  composti  fenolici,  di  cu,i  fu  isolato  uno  che 
si  tinge  in  bleu  in  presenza  del  percloruro  ferrico,  tinta  che  poi  si 
modifica  per  dare  macchie  verdi-giallastre,  ma  ripristinabile  però  con 
semplice  aggiunta  di  alcool.  La  proprietà  di  trasformare  la  serie 
grassa  è  ammessa  dal  Closio  non  solo  per  il  Penicillnm  glaiicum,  ma 
anche  per  altre  muffe. 

Oltre  i  composti  fenolici  si  sono  osservate  le  cumarine  che,  fis- 
sandosi con  l'ammoniaca,  dànno  luogo  a  colorazioni.  Il  Grosio  con- 
clude che  i  principi  fenolici  servirebbero  a  fissare  le  sostanze  tos- 
siche specifiche  che  sono  elaborate  entro  il  parassita  stesso. 

Il  Ceni  invece  ritiene  che  non  c'è  sempre  rapporto  diretto  tra 
composti  fenolici  e  principi  tossici,  potendosi  avere  quando  manca 
nelle  muffe  la  reazione  fenolica  al  percloruro  ferrico  e  viceversa; 
e  che  la  reazione  si  trova  anche  nei  penicilli  verdi  del  tutto  in- 
nocui, ed  è  più  in  rapporto  col  potere  tossico  eccitante  e  convulsi- 
vante che  col  potere  tossico  deprimente  e  paralizzante. 

Il  GrOsio  ha  sperimentato  l'azione  dei  veleni  di  alcuni  Ifomiceti 
sia  per  ingestione  che  per  inoculazione  in  animali  da  laboratorio. 
Ha  ottenuto  fenomeni  sostanzialmente  spastici  per  lo  più  accessuali, 
talora  con  depressione:  ora  cioè  paralisi  spastica,  ora  paralisi  flac- 
cida, mai  però  pure  e  semplici  :  in  complesso  il  veleno  è  spasmodico. 

Questi  tossici  fanno  risentire  a  lungo  la  loro  azione  sull'orga- 
nismo. Anche  il  baco  da  seta,  cui  si  facevano  ingerire  foglie  inquinate 
con  patine  di  penicilli  o  con  estratti  alcoolici  di  veleni  penicillari 
e  di  altre  muffe,  viene  intossicato  ed  in  esso  si  manifestano  tre- 
mori. 

È  importante  far  notare  che  il  Di  Pietro  e  il  Ceni  sostengono 
che  gli  Ifomiceti  mettono  in  libertà  tossici  indipendentemente  dal 
substrato  nutritivo  su  cui  i  germi  son  cresciuti,  nel  senso  che  il 
substrato  anzidetto  non  viene  menomamente  alterato  e  che  solo  l'al- 
cool e  l'etere  possono  estrarre  i  tossici.  Il  Grosio,  al  contrario,  am- 
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mette  modificazioni  nel  substrato  nutritivo  su  cui  i  germi  si  svi- 
lupparono. 

Debbo  ancora  ricordare  altre  proprietà  di  minor  entità  al  ri- 
guardo di  alcuni  Ifomiceti,  particolarmente  studiati  dai  suddetti 
autori  e  da  altri,  sempre  dal  punto  di  vista  della  pellagra.  Le  va- 
riazioni che  le  colture  subiscono,  e  per  conseguenza  le  proprietà 
tossiche  di  molti  Ifomiceti  nelle  varie  stagioni,  presentando  un  ot- 
timo di  sviluppo  nella  primavera  e  nell'estate,  ed  un  minimo  nel- 
l'autunno e  nell'inverno,  non  ostante  che  si  fosse  avuto  cura  di 
mantenere  la  stessa  temperatura  nel  termostato. 

È  stata  ancora  più  dettagliatamente  studiata  dal  Ceni  la  rea- 
zione fenolica,  concludendo  che  gli  aspergini  non  dànno  la  reazione 
suddetta  e  che  non  tutti  i  penicilli  la  presentano,  e  che  si  presenta 
anche  nei  penicilli  verdi  del  tutto  innocui. 

Il  Ceni  ancora,  studiò  i  tossici  pellagrogeni  in  rapporto  con  di- 
verse sostanze  alimentari:  stracchino  di  gorgonzola,  farine  di  mais, 
di  castagne,  di  frumento,  di  patate,  mele,  limoni,  rilevando  effetti 
tetanizzanti  e  deprimenti  indipendentemente  dai  mezzi  di  coltura. 

Il  G-osio  all'Accademia  di  medicina  di  Roma  rilevò  particolari 
proprietà  àeW Aspergillus  fumigatiis,  dalle  cui  culture  sia  di  bassa  che 
di  alta  fermentazione  ed  a  qualsiasi  epoca  di  sviluppo,  riesce  facile 
estrarre  una  sostanza  che  ha  i  caratteri  delle  cumarine. 

Questa  sostanza  cristallizzabile  in  aghi  fini  è  probabilmente  per  - 
il  Grosio  una  fitosterina  specifica  del  suddetto  aspergillo:  la  si  ri- 
trova in  proporzione  del  5-6  %  nella  patina  miceliare,  massima 
nelle  colture  sviluppate  a  37  gradi  centigradi,  nulla  o  quasi  nelle 
colture  sviluppate  a  23  gradi  centigradi.  E  per  portare  applica- 
zione pratica  a  questi  risultati,  il  Cfosio  ha  esperimeutato  le  urine 
di  sette  pellagrosi  per  riscontrarvi  le  cumarine  aspergillari,  come 
pure  le  urine  di  capre  e  cani  avvelenati  con  tale  aspergillo,  tenendo 
presente  che  le  cumarine  hanno  una  reazione  sensibile,  quella  della 
fissazione  alcalina;  ma  non  le  riscontrò  e  conclude  che  i  detti  com- 
posti subiscono  metamorfosi  profonde,  per  cui  perdono  le  loro  ori- 
ginarie caratteristiche  reattive. 

Le  ricerche  fatte  sulla  farina  di  mais  e  su  di  altre  farine  o  so- 
stanze alimentari  mi  fecero  nascere  l'idea  di  condurre  analoghe 
esperienze  sulle  farine  alimentari  che  si  impiegano  nella  nutrizione 
del  bambino,  sia  fra  le  più  comuni  che  fra  quelle  che,  da  noi  al- 
meno, si  adoprano  eccezionalmente. 

Ho  diviso  i  miei  esperimenti  in  due  gruppi  principali:  nel  primo 
ho  studiato  le  muffe  di  vari  gruppi  di  fai-ine  conservate  nella  col- 
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lezione  della  Clinica  Pediatrica  di  Roma  in  recipienti  ermeticamente 
chiusi  con  tappi  finamente  smerigliati  a  tenuta  d'etere  ;  nel  secondo 
ho  eseguite  ricerche  su  farine  alimentari  del  commercio,  acquistate 
nelle  farmacie  e  che  facevano  parte  del  materiale  di  smercio  ordi- 
nario o  giornaliero  del  farmacista.  Ho  seguito  nella  scelta  dei  dif- 
ferenti campioni  il  criterio  proposto  dal  Concetti  per  aggruppare 
queste  farine,  ossia  : 

A)  farine  completamente  diastasate: 

B)  farine  amido-diastasate  : 

C)  farine  semplici  o  totalmente  amidacee. 

Fra  questi  gruppi  principali  si  debbono  differenziare  farine  che 
fanno  parte  di  sottodivisioni: 

a)  farine  latteo-diastasate: 

b)  farine  latteo-amido-diastasate  ; 

c)  farine  amidacee  leggere: 

d)  farine  amidacee  forti; 

e)  miscugli. 

Nelle  farine  appartenenti  al  gruppo  A}  tutto  l'amido  è  trasfor- 
mato in  destrina:  nel  gruppo  B]  una  sola  parte  dell'amido  è  destri- 
nizzato,  il  rimanente  subisce  una  destrinizzazione  fatta  in  parte 
dalla  cottura  prolungata,  e  continuata  nel  tubo  digerente  dall'azione 
della  diastasi  salivare,  pancreatica  e  intestinale.  Nel  gruppo  C) 
sono  comprese  le  farine  totalmente  amidacee,  ossia  quelle  che  per 
essere  digerite  debbono  subire  la  completa  azione  della  diastasi 
salivare,  di  quella  intestinale  e  dell'amilasi  del  pancreas. 

Del  sottogruppo  a)  fanno  parte  i  cosiddetti  latti  maltizzati  in  cui 
la  parte  amilacea  della  farina  in  essi  contenuta,  è  predigerita  per 
azione  di  una  amilasi  artificiale  (di  solito  orzo  tallito)  e  del  latte 
non  c'è  che  parte  della  caseina  modificata,  il  lattosio  e  i  sali  con- 
tenuti nel  siero  evaporato  nel  vuoto. 

Del  sottogruppo  b)  troviamo  le  farine  in  cui  v'è  una  parte  di 
latte  scremato  e  povero  di  caseina  e  la  farina  è  costituita  da  gra- 
minacee o  da  leguminose  diastasate  in  parte  con  il  calore  secco. 

Alle  amidacee  leggere  (sottogruppo  c)  appartengono  la  farina  di 
riso,  la  tapioca,  la  fecola  di  patate,  ecc. 

A  quelle  forti  (sottogruppo  d)  appartengono  il  semolino,  l'orzo, 
l'avena,  ecc.  Questa  classificazione  in  leggere  e  forti  sta  in  rap- 
porto diretto  con  il  loro  rendimento  in  calorie. 

Fanno  poi  parte  dell'ultimo  sotto  gruppo  i  cosidetti  Miscugli  che 
sono  vere  e  proprie  miscele  di  farine  amilacee,  poste  in  commercio 
sotto  forma  di  specialità  e  in  cui  il  valore  principale  sta  nella 
buona  riuscita  della  miscela  adatta  al  gusto  del  bambino. 
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Il  metodo  da  me  seguito  per  le  ricerche  colturali  è  stato  molto 
semplice  ma  nel  tempo  stesso  ho  posto  il  maggiore  rigore  scientifico 
come  in  questi  studi  batteriologici  che  hanno  rapporti  con  la  clinica 
s'impone. 

Ho  preso  dai  differenti  gruppi  di  farine,  sollevando  con  una 
spatola  sterilizzata  il  primo  strato  contenuto  nei  recipienti,  varie 
anse  di  esse  e  le  ho  seminate  su  patate  sterilizzate  e  glicerinate 
poste  in  una  grande  piastra  di  Petri,  in  modo  da  potere  avere  con 
le  diluizioni  del  materiale  anche  una  separazione  delle  differenti 
colonie.  Ottenute  le  colonie  le  ho  passate  anche  su  patate  in  tubi 
di  Koux.  in  modo  da  potere  da  essi  trarre  quel  materiale  selezio- 
nato che  avrei  impiegato  per  le  differenti  colture.  Le  colture  veni- 
vano poste  alla  temperatura  di  circa  22-25  gradi  C,  temperatura 
questa  favorevolissima  per  lo  sviluppo  degli  Ifomiceti  (1). 

Ho  seguito  lo  sviluppo  delle  piastre  per  oltre  due  settimane  prima 
di  ammettere  che  i  campioni  esaminati  fossero  sterili. 

I  risultati  riportati  riassunti  nelle  tabelle  seguenti  stanno  a  rap- 
presentare la  sintesi  delle  mie  osservazioni. 

GrBUPPO  A: 

1.  Mellins's  Food:  sterile. 

2.  Liebig's  Kindernahrung  :  Pen.  glancum. 

Gruppo  B: 

1.  Savory  and  Moore's  Best  Food:  Bacillo  delle  patate. 

2.  Freerich's  Kindernahrung:  Pen.  glanciwi. 

3.  Leguminose  solubili  Liebe:  Asp.  fnmigatiis. 

4.  Kufeke: 

1°  campione:  Bacillo  patate. 
2°  id.:  Pen.  glaiicnin. 
3°  id.  :  Pen.  glancum. 

5.  Rademann's  Kindermehl:  Pen.  glancum. 

6.  Avenalina:  Asp.  fiimigatiis,  Bacillo  delle  patate, 

GrR CIPPO  a: 

1.  Horlich's  Malted  Milk:  Bacillo  delle  patate. 

2.  Theinardt's  Kindermehl:  Pen.  glancum. 

3.  First  Food  for  Infant  :  Pen.  glaucum. 

4.  Allembury's  Milk  Food:  Bacillo  delle  patate. 


(1)  IN'on  mi  sono  occupato  che  della  ricerca  degli  Ifomiceti  nelle  sostanze 
alimentari  studiate  tralasciando  ogni  studio  ed  ogni  osservazione  sugli  schi- 
zomiceti  aerobi  ed  anaerobi  che  eventualmente  si  potessero  trovare.  Riporto 
i  risultati  ottenuti  dalle  colture  citando  le  speci  di  schizomiceti  sviluppatisi 
per  caso  nelle  condizioni  i-iferite. 
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&RTJPPO  b: 

1.  Farina  lattea  Nestlè:  Miicor  mncedo. 

2.  Gralatina:  sterile. 

3.  Farina  lattea  italiana:  Asp.  fnmigatiis,  Mucor  mncedo. 

Gruppo  c: 

1.  Farina  di  riso  :  Bacillo  delle  patate. 

2.  Eidge's  patent  Food:  Asp.  fumigatns. 

3.  Fecola  di  patate  :  Asp.  fumigatns,  Pen.  glaucum,  Bacillo  delle 
patate. 

4.  Corn  Flour  Brow  Palson  :  Pen.  glancttJn,  Bacillo  delle  patate 

5.  Benger's  Food:  sterile. 

6.  Imperiai  Grranum  Food:  Asp.  fumigatns. 

7.  James  Hard's  First  Food:  Bacillo  delle  patate. 

8.  Arrowroot:  Pen.  glancnm. 

9.  Allembury's  Malted  Food:  Pen.  glancnm. 

Gruppo  d: 

1.  Maizaena:  Pen.  glancnm. 

2.  Beest  Food  for  Infante  :  sterile. 

3.  Leguminose  di  Hartenstein:  Bacillo  delle  patate. 

4.  Farina  di  lenti:  Asp.  fnmigatus. 

5.  Farina  di  piselli:  Asp.  fìavescens. 

6.  Farina  di  fagiuoli  :  Bacillo  delle  patate.  Pen.  glancnm. 

7.  Neave's  farinaceus  Food:  Pen.  glancnm. 

8.  Scott's  Oat  Four  Food:  Pen.  glancnm. 

9.  Falena  Food:  Pen  glancnm  e  Mncor  mncedo. 

10.  Chapman's  Food  :  Bacillo  delle  patate. 

11.  Oat  Meal  polvere:  Pen.  glancnm. 

12.  Revalenta  arabica:  sterile; 

13.  Mchol's  Food  Heal:  Asp.  fnmigatns. 

Gruppo  e: 

1.  Rachaut  des  Arabes:  Pen.  glancnm. 

2.  Phosphatine  Falières: 
1°  campione:  sterile. 

2°  id.:  M.  Mncedo  e  Penicillinm  glancnm. 

Oltre  alle  su  riportate  farine  ho  esaminato  le  polveri  adoperate 
dai  pediatri  neiralimentazione  dei  bambini  al  disotto  dei  2-3  anni, 
perchè  contenenti  poche  sostanze  estrattive,  e  pochi  sali. 

Ho  avuto  l'agio  di  esaminare  le: 
.4)  Polveri  derivate  dalla  caseina: 

1.  Eucasina:  sterile. 

2.  Plasmone  :  Asp.  fìavescens. 


106 

3.  Sanatogene: 

1°  campione:  sterile. 

2°  id.:  Proteus  vulgaris  e  B.  mesenteriiins  fnscus. 

4.  Galactogene:  Bacillo  delle  patate. 

B)  Polveri  derivate  dalla  carne: 

1.  Somatose:  Pen.  glaimim.  Mesentericus  imlgatus. 

2.  Soson:  sterile. 

C)  Polveri  derivate  dai  vegetali: 

1.  Eoborat:  Asp.  fnmigatns  e  flavescens. 

2.  Aleurone:  Pen.  glauciim. 

D)  Miscugli  di  varia  provenienza: 

1.  Tropon:  Bacillo  delle  patate. 

2.  Eulactolo:  sterile. 

3.  Enterorosio:  Pen.  glaucum. 

4.  Alcarnosio:  sterile. 

5.  Rademann's  Kinder  mehl:  Pen.  glaucum. 

6.  Aliment  Phosphaté  Dupertuis:  Asp.  fnmigatns,  Pen.  glaucum. 

7.  Eichel-Cacao  Michaelis:  sterile. 

8.  Eacahout  des  Arabes  all'arrowoot:  Asp.  ochraceus. 
Basta  volgere  uno  sguardo  alle  tabelle  precedenti  per  accertarsi 

quanto  siano  poco  edificanti  i  risultati  rispetto  alla  sterilità  delle 
farine  alimentari  impiegate  o  consigliate  per  l'alimentazione  del 
bambino.  Ed  i  reperti  non  si  riferiscono  soltanto  a  campioni  che 
certamente  erano  da  lungo  tempo  conservati  chiusi  in  bottiglie  a 
tappo  smerigliato  ma  anche  a  quelle  farine  acquistate  recentemente 
e  che  si  vendevano  giornalmente  nelle  farmacie. 

La  presenza  molto  frequente  di  alcune  muffe  a  potere  notoria- 
mente patogeno  fa  pensare  alla  necessità  di  essere  piuttosto  guar- 
dinghi nel  consigliare  l'impiego  nell'alimentazione  del  bambino  dì 
farine  conservate  in  scatole. 

Ho  già  accennato  ai  lavori  del  Grosio,  del  Ceni,  del  Di  Pietro  e 
ad  essi  possiamo  aggiungere  quelli  del  Bodin  e  Grautier,  dell'Otto, 
del  Tiraboschi  e  di  molti  altri  che  si  occuparono  delle  proprietà 
tossicogene  e  patogene,  specialmente  dell'4.  fumigatus  e  dimostra- 
rono non  solo  la  possibilità  di  produrre  veleni  ma  anche  di  germinare 
delle  spore  inoculate  nei  tessuti  viventi  e  producenti  micelio  e  conidi. 

Se  la  presenza  di  alcuni  Ifomiceti  nelle  farine  di  mais  è  come 
abbiamo  veduto,  per  molti  autori  causa  di  gravi  intossicazioni,  non 
parrà  strano  che  io  mi  preoccupi  del  fatto  di  avere  osservato  con 
tanta  frequenza  ed  in  uno  stato  di  sviluppo  tanto  rigoglioso  nelle 
farine  alimentari  per  i  bambini,  muffe  dotate  da  indubbio  potere 
patogeno.  È  certo  che  esse  non  possono  essere  innocue  per  il  barn- 
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bino  sottoposto  per  molti  mesi  a  questa  specie  di  alimenti  e  se  l'or- 
ganismo adulto  risente  l'azione  di  questi  releni,  a  maggior  ragione 
dovrà  risentirne  quello  del  bambino  nel  quale  le  condizioni  di  di- 
fesa sono  minori. 

Non  credo  di  discostarmi  molto  dal  vero  sostenendo  che  fra  le 
cause  più  probabili  di  alcune  malattie  del  ricambio,  che  si  osservano 
nei  bambini  allevati  artificialmente  con  soli  succedanei  del  latte  o 
con  farine  preparate,  non  si  debba  trascurare  quella  dell'ingestione 
continuata  di  spore  di  alcuni  Ifomiceti.  dei  miceli  e  dei  conidi  di 
essi.  E  tanto  più  questi  elementi  morfologici  agiranno  in  modo  de- 
leterio poiché  all'azione  di  essi  si  associa  l'alimento  antifisiologico 
che  conduce  ad  un  graduale  depauperamento  organico  e  ad  una  pro- 
gressiva diminuzione  di  resistenza  di  ogni  indice  vitale. 

Fu  perciò  che  seguendo  le  traccie  degli  sperimentatori  che  mi 
hanno  preceduto,  ho  cercato  di  studiare  l'azione  degli  Ifomiceti  sui 
giovani  animali  da  esperimento,  osservando  il  modo  di  comportarsi 
delle  spore,  dei  miceli,  delle  spore  e  dei  miceli  insieme,  e  dei  pro- 
dotti solubili  dei  differenti  Ifomiceti  isolati  e  che  avevano  vegetato 
su  speciali  terreni  colturali. 

Mi  sono  valso  per  la  coltura  delle  muffe  di  terreni  poveri  di  sostanze 
albuminoidi,  ricchi  invece  di  idrati  di  carbonio,  in  modo  che  l'azione 
tossicogena  eventuale  si  dovesse  non  attribuire  al  terreno  su  cui  le 
muffe  vivevano,  bensì  ai  prodotti  veri  e  propri  delle  muffe  stesse. 

Il  terreno  da  me  preparato  era  costituito  da  95  parti  di  decotto 
di  mele  al  20  %  e  da  5  parti  di  glucosio:  su  questo  terreno  gli  Ifo- 
miceti isolati  si  sviluppavano  benissimo  alla  temperatura  media 
di  35°  C.  Ho  lasciato  vivere  le  muffe  per  tre  settimane  su  questo 
terreno,  ed  in  media  fu  questo  il  tempo  in  cui  mantenni  le  col- 
ture prima  di  impiegarle  per  gli  esperimenti.  Per  bene  stabilire 
se  con  l'invecchiamento  delle  colture  si  provocavano  maggior  quan- 
tità di  sostanze  tossiche  solubili,  impiegai  per  un  numero  di  ricerche 
una  coltura  di  Asp.  fmnigatiis  dell'età  di  otto  mesi. 

In  un  ultimo  gruppo  di  esperimenti  pensai  di  far  sviluppare  in  toto 
i  germi  contenuti  in  tipi  differenti  di  farine  per  vedere  se  i  pro- 
dotti ottenuti  da  queste  colture  o  da  germi  stessi  coltivati  m  un 
unico  terreno  e  in  simbiosi,  agivano  gli  uni  sugli  altri  provocando 
negli  animali  da  esperimento  fatti  degni  di  nota. 

Le  farine  che  seminai  direttamente  nei  matracci  con  brodo  di 
mele  glucosato  furono  le  seguenti: 

1.  Liebig's  Kindernahrung  :  Pen.  glaucum. 

2.  Theinhard:  Pen.  glaucnm. 

3.  Boborat:  Asp.  fmnigatiis. 
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4.  Allembury's  Milk  Food:  Pen.  glaucnm. 

5.  Rademann's  Kider  mehl:  Pen.  glaucnm. 

6.  Racahout  degli  Arabi:  Pen.  glaucnm. 

7.  Aliment  Phoshaté  Dupertuis  :  Pen.  glancnm. 

8.  Eacahout  des  Arabes  all'arrowoot  :  Asp.  ochraceus. 

9.  Farina  lattea  italiana  :  Pen.  glaucnm. 

10.  Teofosfina  :  Asp.  fumigatns. 

11.  Farina  di  Lenti  :  Asp.  fumigatns. 

12.  Falena  Food  :  Pen.  glancnm. 

13.  Fosfatina  Falières  ;  Asp.  fnmigatns. 

14.  Plasmone:  Asp.  ftavescens. 

15.  KuEeke:  Pen.  glaucum. 

Grli  esperimenti  eseguiti  li  ho  divisi  nei  seguenti  gruppi: 

1)  Impiego  di  miceli  e  spore  essicate  alla  temperatura  di  40°  C. 

2)  Estratti  alcoolioi  di  miceli  e  spore. 

3)  Precipitati  alcoolici  ottenuti  dalle  brodo-colture. 

4)  Impiego  delle  colture  in  toto  ottenute  direttamente  dalle 
farine. 

Non  ho  nei  miei  esperimenti  impiegati  gli  estratti  eterei  nè  gli- 
cerici  conoscendo  dagli  sperimentatori  precedenti,  che  questi  non 
aveano  sugli  altri  vantaggi  degni  di  nota. 

Come  animali  da  esperimento  mi  sono  valso  di  giovani  conigli 
che  trattai  sia  per  via  ipodermica  che  per  via  endoperitoneale  e 
per  OS. 

Prima  serie  di  esperimenti  : 

Si  tolgono  dai  matracci  con  le  brodo-colture  di  muffe  le  patine  svi- 
luppatesi in  superficie;  si  pongono  ad  essicare  ed  ottenuta  una  com- 
pleta secchezza  si  pestano  in  mortaio  con  vetro  e  si  sospendono  i 
prodotti  di  triturazione  in  soluzione  fisiologica  ponendo  in  essa  dei 
quantitativi  pesati:  0.5,  0.10,  0.20,  0.30,  0.50. 

Le  inoculazioni  sono  state  fatte  per  via  ipodermica  e  vennero 
ripetute  periodicamente  badando  alle  oscillazioni  del  peso  dell'ani- 
male, alla  temperatura  ed  ai  fenomeni  che  esso  presentava.  Le  muffe 
in  essi  iniettate  (estratto  secco  di  miceli  o  spore)  appartenevano  ad 
un  Pen.  glancnm  e  ad  un  Asp.  fnmìgatus  che  si  erano  sviluppati 
molto  rigogliosamente  nelle  brodo  colture. 

Nulla  di  notevole  all'infuori  di  una  graduale  perdita  di  peso, 
ebbi  a  notare  dalle  inoculazioni  sottocutanee  di  queste  sospensioni 
di  Pen.  glaucum  e  di  Asp.  fumigatns. 

Le  temperature  si  mantennero  normali  e  nessun  disturbo  trofico 
sulla  cute  ebbi  ad  osservare,  nessun  tremore,  nessun  fatto  paralitico 
nè  paretico. 
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Seconda  serie  di  esperimenti: 

Un'altra  serie  di  esperimenti  venne  eseguita  su  di  un  altro  gruppo 
di  conigli  con  lo  stesso  materiale  sostituendo  alla  via  sottocutanea, 
l'intraperitoneale.  Anche  in  questo  caso  i  risultati  riuscirono  nega* 
tivi  per  quanto  riguarda  fenomeni  generali  ed  alterazioni  da  parte 
del  sistema  nervoso  centrale  e  periferico,  del  sistema  muscolare, 
osseo,  ecc.,  come  ebbi  a  riscontrare  nelle  autopsie  eseguite  in  due 
conigli  morti,  in  cui  ogni  osservazione  anatomica  riuscì  negativa 
per  tutti  gli  organi  e  per  tutti  i  sistemi.  Anche  in  questa  serie  di 
ricerche  l'unico  fatto  dimostrabile  è  stato  la  perdita  in  peso,  anche 
essa  però  lieve  e  certamente  molto  minore  di  quanto  non  avvenga 
per  i  corpi  e  per  i  veleni  dei  corpi  di  molti  altri  germi  (schizo- 
miceti)  patogeni  e  non  patogeni. 

In  una  terza  serie  di  esperimenti  iniettai  per  via  sottocutanea 
e  per  via  intraperitoneale  i  precipitati  alcoolici  delle  brodo-colture 
delle  muffe  sopra  menzionate  per  potere  stabilire  se  i  prodotti  so- 
lubili di  esse  avevano  un'azione  qualsiasi.  Ma  anche  questa  serie 
riusci  negativa.  Per  quanto  si  riferisce  alla  perdita  in  peso  debbo 
notare  che  si  osservava  nei  giorni  seguenti  all'inoculazione  e  che 
manteneva  una  certa  graduale  discesa  se  gli  intervalli  posti  tra  le 
diverse  inoculazioni  erano  brevi,  mentre  se  si  frapponevano  lunghi 
intervalli  tra  una  inoculazione  e  l'altra,  gli  animali  riprendevano 
il  peso  e  tendevano  a  porsi  in  bilancio  verso  il  peso  iniziale.  Ciò 
dimostra  che  una  certa  azione  marantica,  le  spore  ed  i  miceli  delle 
muffe  dovevano  esercitarla,  azione  marantica  che  si  è  mostrata  co- 
mune tanto  per  il  Pen.  glaucnm  che  per  Y Asp.  fiimigatiis. 

In  un'altra  serie  di  ricerche  ho  somministrato  per  la  via  boccale 
le  differenti  muffe  e  di  esse  ho  esperimentato  il  Pen.  glanciwh  VAsp. 
fnmigatus  e  VAsp.  flavescens.  Ho  somministrato  ai  conigli,  introdu- 
cendo mediante  una  sonda  gastrica  (Nélaton  n.  15)  le  sospensioni  di 
miceli  e  spore  in  soluzione  fisiologica,  i  prodotti  solubili  e  gli 
estratti  alcoolici  di  essi.  La  quantità  di  liquido  in  cui  erano  di- 
sciolti i  prodotti  solubili  è  stata  di  20  cm.  per  volta,  e  le  ingestioni 
venivano  fatte  con  intervallo  di  24-18  ore. 

I  conigli  tolleravano  benissimo  la  somministrazione  di  queste 
sostanze  e  specie  quando  ho  ad  essi  fatto  ingerire  le  brodo  colture 
filtrate  per  candela,  prive  perciò  di  spore  e  di  miceli.  In  questi  espe- 
rimenti appunto  i  conigli  che  prendevano  tali  brodo-colture  creb- 
bero in  peso  ed  in  otto  giorni  un  gruppo  di  tre  di  essi  potè  crescere 
di  circa  100  grammi. 

Questa  è  una  prova  sperimentale  che  ha  secondo  me  maggior 
valore  di  qualsiasi  prova  chimica,  che  cioè  nelle  brodo-colture  di 
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queste  muffe  non  esistono  prodotti  tossici  capaci  di  danneggiare 
l'organismo  degli  animali. 

Nessun  fatto  degno  di  nota  dovetti  osservare  in  rapporto  alle 
temperature  che  si  mantennero  normali. 

La  serie  più  dimostrativa  di  esperimenti  è  stata  quella  in  cui 
detti  per  os  le  sospensioni  di  spore  e  di  miceli:  al  terzo  giorno 
dall'introduzione  di  25-30  centigr.  circa  di  queste  patine  secche  di 
spore  ebbi  ad  osservare  tremori  nei  conigli,  ora  generalizzati  a 
tutti  i  gruppi  muscolari  ora  localizzati  ai  muscoli  degli  arti  ante- 
riori e  posteriori.  I  tremori  andavano  cessando  man  mano  che  ci 
si  allontanava  dal  momento  dell'ingestione  delle  muffe  per  ripetersi 
ad  ogni  nuova  somministrazione. 

Seguii  gli  animali  così  trattati  per  tre  mesi,  ed  ho  potuto  veri- 
ficare che  questo  fatto  era  costante. 

Non  vi  era  perciò  mitridatismo  a  queste  sostanze  indubbiamente 
tossiche. 

Contemporaneamente  feci  una  serie  di  ricerche  di  controllo  po- 
nendo al  calore  a  100  gradi  C.  per  un  ora  i  miceli  delle  muffe. 

A  questa  temperatura  non  avevo  certamente  distrutte  le  spore,  e 
infatti  ebbi  ad  osservare  gli  stessi  tremori  riscontrati  nelle  ricerche 
precedenti. 

Altri  fatti  importanti  anche  osservati  in  queste  ricerche  sono  i 
disturbi  trofici  cutanei  per  cui  alcuni  conigli  perdettero  il  pelo  a 
zone  specialmente  lungo  il  decorso  di  alcuni  nervi  principali  come 
lo  sciatico  e  gli  intercostali. 

Per  quanto  esaminassi  attentamente  gli  animali  da  esperimento 
in  vita  e  al  reperto  necroscopico,  non  ho  mai  riscontrato  nulla  che 
fosse  riferibile  a  diatesi  emorragica  esplicantesi  con  manifestazioni 
o  sulle  mucose  visibili  o  sulla  mucosa  intestinale  o  sulla  cute. 

Nessun  nuovo  contributo  portano  questi  miei  esperimenti  a  quanto 
già  fu  detto  sul  potere  patogeno  di  alcune  muffe,  o  per  essere  più 
preciso,  il  terreno  colturale  creato  per  esse  da  alcune  farine  ali- 
mentari modificate,  trasformate  artificialmente  ed  artificiosamente 
impiegate  per  1'  alimentazione  infantile  non  dà  a  questi  ifomiceti 
proprietà  differenti  da  quelle  che  offre  per  essi  il  terreno  costituito 
dal  mais  deteriorato.  La  presenza  di  alcune  specie  di  schizomiceti, 
facilmente  coltivabili  a  25°  C.  e  forse  di  altri  che  si  coltiverebbero 
a  temperature  superiori,  appartenenti  al  gruppo  dei  germi  della 
fermentazione  butìrrica,  ci  può  stare  ad  indicare  come  essi  siano  i 
primi  elementi  modificateri  del  terreno  e  che  permettono  l'attecchi- 
mento e  la  vita  completa  delle  muffe  anche  patogene.  Queste  alla 
loro  volta  sono  capaci  di  produrre  enzimi  che  trasformano  total- 
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mente  la  sostanza  alimentare  nella  quale  vivono:  VAsp.  fnmigatiis 
produce  ad  es.  un'inulasi,  una  proteasi,  una  maltasi,  una  amilasi 
ed  una  emulsina. 

È  certo  che  il  controllo  sperimentale  è  lungi  dal  portarci  le 
stesse  condizioni  che  si  verificano  in  natura  quando  noi  sommini- 
striamo al  bambino  la  farina  avariata  da  alcuni  germi,  trasformata 
da  altri,  resa  patogena  dalle  spore,  dai  miceli  e  dai  conidi  delle 
muffe.  Si  dica  inoltre  che  alcuni  ceppi  possono  essere  patogeni 
mentre  altri  no  (Otto)  come  pure  ceppi  che  non  sono  patogeni  per 
alcuni  soggetti  ed  in  determinati  casi  possono  diventarlo  per  altri  e 
per  determinati  soggetti. 

Il  fatto  però  che  rimane  indiscusso  ed  indiscutibile  è  che:  là 
dove  maggiormente  si  fa  uso  di  alimenti  conservati,  maggiori  sono 
anche  le  malattie  che  da  questa  alimentazione  artificiosa  del  bam- 
bino ne  derivano.  Ma  poiché  troviamo  gli  stessi  elementi  patogene- 
tici  che  rendono  deleteria  in  determinate  condizioni  l'alimentazione 
maidica  dell'adulto,  dobbiamo  richiedere  per  questi  alimenti  chiusi  in 
scatole  che  si  danno  al  bambino  le  stesse  norme  e  la  stessa  vigilanza 
igienica  che  si  richiede  giustamente  per  le  farine  del  commercio. 

Poiché  il  pericolo  esiste  e  poiché  l'industria  non  ci  garantisce 
sufficientemente,  non  essendo  il  principale  fine  dell'industria  ali- 
mentare, quello  della  tutela  igienica  dell'  uomo  e  del  bambino,  lo 
Stato  deve  preoccuparsi  di  garantire  il  pubblico,  il  medico,  l'infermo 
contro  la  vendita  e  Fuso  di  questi  alimenti  che  possono  riuscire 
dannosi  e  talora  deleteri. 

Quattro  sono  secondo  me  i  provvedimenti  igienici  da  adottarsi  per 
limitare  i  pericoli  derivanti  dall'uso  di  queste  farine  prodotte  dal- 
l'industria privata  e  lanciate  al  pubblico  quali  benefattrici  della 
piccola  umanità: 

1°  Obbligo  ai  fabbricanti  di  apporre  in  modo  molto  visibile  la 
data  di  preparazione  e  di  messa  in  vendita  del  loro  prodotto  scritto 
nella  lingua  della  nazione  in  cui  il  prodotto  alimentare  è  posto  in 
commercio  ; 

2°  Sterilizzazione  e  120''C  di  quelle  farine  che  non  possono 
essere  deteriorate  dal  calore  ; 

3°  Obbligo  di  chiusura  ermetica  delle  scatole  mediante  salda- 
tura di  un  controcoperchio  sulla  scatola  stessa,  al  di  sotto  del  co- 
perchio, da  aprirsi  con  apposito  tagliente; 

4"  Messa  in  vendita  delle  farine  in  piccole  scatole  di  modo  che 
esse  possano  essere  rapidamente  consumate. 


Istituto  d'  Igiene  della  E.  Università  di  Padova 


Sul  contenuto  batterico  del  sale  da 
cucina  e  sua  reale  importanza  pra- 
tica per  l' Iffiene, 


Eioerche  del  Dott.  G.  B.  VALERI,  aiuto. 

Eappin  e  Grrosseron  (1)  che  per  primi  studiarono  la  flora  batte- 
rica del  sale  da  cucina  eseguendo  le  ricerche  su  quello  proveniente 
dalle  varie  saline  delle  coste  francesi,  pur  non  avendo  isolato  da 
esso  alcun  microrganismo  patogeno,  tuttavia  dato  il  forte  contenuto 
di  batteri  e  la  tossicità  per  la  cavia  da  essi  riscontrata  in  alcune 
culture  in  brodo  ed  in  acqua  peptonizzata,  non  esitarono  a  chiedere 
senz'altro  che  il  sale  prima  di  essere  posto  in  vendita  dovesse  venire 
sterilizzato.  Credo  che  gli  autori  suddetti  siano  stati  condotti  a  tale 
conclusione  oltre  che  dal  forte  contenuto  di  microrganismi  riscon- 
trato nel  sale  (contenuto  però  che  a  quanto  essi  affermano  è  dato 
in  quasi  totalità  da  cromogeni  e  da  muffe),  anche  e  forse  più  dal 
preconcetto  che  il  sale  deve  essere  molto  inquinato,  sia  perchè  di 
per  sè  non  esercita  una  vera  azione  disinfettante,  sia  perchè  nel- 
l'acqua di  mare,  da  cui  in  genere  si  ricava  quello  per  uso  culinario, 
si  trovano  e  possono  vivere  a  lungo  batteri  anche  patogeni. 

Che  il  sale  non  sia  un  disinfettante  lo  dimostrarono  contempo- 
raneamente o  quasi  ed  indipendentemente  l'uno  dall'altro  Forster  e 
Freytag  e  Serafini  (2).  Questi  infatti  trovò  che  neppure  nella  pro- 
porzione dell'8  %  esso  impedisce  lo  sviluppo  dei  microrganismi  sui 
terreni  solidi  di  cultura,  ma  lo  ritarda  notevolmente  in  paragone 
di  quelli  coltivati  su  terreni  nutritivi  solidi  che  ne  co^itengono  il 
0.5  %.  Con  questi  risultati  coincidono  quelli  pubblicati  poco  prima 
ma  ottenuti,  come  ho  detto,  nello  stesso  tempo  da  Forster  (3)  e  da 
Preytag  (4),  i  quali  trovarono  che  una  soluzione  concentrata  di  sale 
da  cucina  mentre  uccide  in  6-8  ore  il  v.  del  colera  non  toglie  la 
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vitalità  al  b.  del  tifo  neppure  in  5  mesi,  nè  a  quello  della  tuberco- 
losi in  3.  Cassedebat  (5),  Petterson  (6),  Stadler  (7)  e  recentemente 
Weichel  (8)  ebbero  risultati  analoghi.  Quest'ultimo  trovò  che  i  germi 
si  sviluppano  con  difficoltà  in  brodo  contenente  il  7  %  di  cloruro 
sodico,  ma  resistono  assai  a  lungo  anche  se  esso  ne  contiene  il  25  %, 
La  resistenza  poi  dei  microrganismi  nell'acqua  di  mare  venne 
affermata  per  il  v.  del  colera  da  Meati  e  Eietsch  (9)  ;  e  quantunque 
Santi-Sirena  (10)  abbia  trovato  che  tale  vibrione  viene  a  morire  in 
acqua  di  mare  al  massimo  dopo  4  giorni,  ed  abbia  spiegato  la  di- 
versità dei  risultati  ammettendo  un  continuo  arrivo  di  nuovi  vi- 
brioni nel  porto  di  Marsiglia  dove  i  due  sovracitati  autori  avevano 
fatto  le  ricerche,  pure  le  esperienze  recenti  di  Jacobsen  (11)  fatte  con 
acqua  della  darsena  di  Kopenaghen  confermano  quelle  vecchie  di 
Meati  e  Eietsch,  poiché  da  esse  risulta  che  il  v.  del  colera  può  re- 
sistere fino  a  47  giorni  in  acqua  di  mare. 

Dato  tali  fatti  e  dato  anche  che  l'acqua  di  mare  ha  specialmente 
vicino  alle  coste  un  fortissimo  contenuto  di  microrganismi  come  di- 
mostrano —  a  citarne  solo  alcune  —  le  ricerche  di  Sanf elice  (12)  e 
di  De  Giaxa  (13)  per  il  porto  di  Napoli,  di  Carta  (14)  per  quello  di 
Grenova,  di  Malato  Calvino  (15)  per  le  acque  di  Cagliari  e  di  Maz- 
zei  (16)  per  il  litorale  di  Messina,  era  ovvio  pensare  che  il  sale,  il 
quale  si  ricava  appunto  dall'acqua  vicina  alle  coste,  dovesse  esso 
pure  essere  fortemente  inquinato. 

Tuttavia  fino  al  1910  non  si  pensò  di  studiare  dal  punto  di  vista 
batteriologico  questa  sostanza  che  pur  ha  così  grande  uso  nell'ali- 
mentazione quotidiana.  E  abbiamo  visto  i  risultati  ai  quali  solo  re- 
centemente sono  giunti  Eappin  e  Grrosseron  (1.  e). 

Però  se  l'acqua  di  mare  è  assai  inquinata  vicino  alle  coste,  in- 
tervengono durante  la  cristallizzazione  del  sale  nelle  saline  due  fatti 
assai  importanti  : 

1°  Pur  non  avverandosi  necessariamente  durante  la  cristalliz- 
zazione in  genere  di  un  sale  la  completa  eliminazione  da  esso  di 
sostanze  sciolte  o  finemente  sospese,  tuttavia  si  ha  una  notevole 
diminuzione  fino  a  lasciar  ritenere  che  per  lo  più  l'eliminazione  sia 
praticamente  completa.  Così,  per  un  esempio  di  analogia,  si  ha  per 
i  batteri  nella  formazione  del  ghiaccio  artificiale  come  fu  dimostrato 
da  Abba  (17).  Onde,  dato  che  la  cristallizzazione  del  sale  si  avvera 
più  lentamente  che  non  quella  dell'acqua  che  gela,  è  da  ritenere  che 
la  eliminazione  batterica  dal  cristallo  di  cloruro  sodico  sia  maggiore. 

2°  La  luce  diretta  ha  un'azione  microbicida  sui  microrganismi 
contenuti  nell'acqua. 
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Dato  questi  due  fattori  importantissimi  ho  voluto  assodare  con 
nuove  ricerche  quale  fosse  realmente  l'inquinamento  batteriologico 
del  sale  e  quale  fosse  la  sua  reale  importanza  per  l'igiene. 

Per  vedere  innanzi  tutto  se  davvero  avesse  luogo  durante  la 
cristallizzazione  una  autodepurazione  biologica  ed  effettuatasi  questa 
non  potessero  i  germi  più  penetrare  nell'interno  del  cristallo,  cercai 
di  ottenere  la  cristallizzazione  di  soluzioni  concentrate  di  sale,  a  cui 
avevo  aggiunto  una  cultura  di  speciali  microrganismi.  Dovetti  però 
rinunciare  a  questa  indagine  per  Timpossibilità  di  avere  in  tempo 
opportuno  cristalli  di  tale  grandezza  da  poter  essere  utilizzati  allo 
scopo.  Pensai  allora  di  esaminare  dei  blocchi  di  salgemma  ben  com- 
patti, i  quali  sono  appunto  il  risultato  di  una  lenta  cristallizzazione 
naturale.  Ma  considerando  che  in  questo  caso  sui  germi  che  più  o 
meno  avevano  potuto  essere  trattenuti  nel  cristallo  aveva  ormai 
agito  l'azione  dei  secoli  e  quella  antimicrobica  del  sale  durante  un 
sì  immenso  lasso  di  tempo,  la  ricerca  relativa  da  me  fatta  non  mi 
valse  che  a  conoscere  il  contenuto  microbico  del  salgemma  special- 
mente a  paragone  del  sale  di  salina. 

La  ricerca  eseguita  facendo  diverse  prese  nell'interno  di  un pesso 
di  salgemma  del  peso  di  grammi  760,  formato  da  un  solo  cristallo, 
proveniente  dalla  Sicilia,  dimostrò  che  realmente  il  centro  era  privo 
di  microrganismi. 

Mi  è  riuscito  invece  impossibile  ripetere  la  ricerca  nelle  stesse 
condizioni  con  sale  di  salina,  perchè  esso  viene  in  commercio  già 
frantumato,  e,  se  eventualmente  se  ne  trova  qualche  grosso  pezzo, 
questo  non  è  dato  da  un  solo  cristallo,  ma  da  un  ammasso  di  cri- 
stalli del  peso  massimo  di  circa  10  grammi,  cristalli  di  cui  non  si 
poteva  eseguire  la  sterilizzazione  della  superficie  senza  pericolo  di 
modificare  l'eventuale  contenuto  batterico  interno. 

Perciò  per  il  sale  proveniente  da  saline  mi  sono  dovuto  limitare 
a  fare  le  ricerche  nella  parte  centrale  di  tali  agglomerati  (peso 
gr.  500-1000),  dopo  aver  prelevato  per  raschiamento  dei  campioni 
dalla  superficie,  sia  senza  alcun  trattamento,  sia  sterilizzandone  prima 
la  parte  esterna  mediante  immersione  per  4'  minuti  in  soluzione 
satura  bollente  di  cloruro  sodico  (T.107°.9). 

Con  tale  sterilizzazione  si  evitava  che  la  flora  batterica  interna 
fosse  aumentata  da  microrganismi  che  eventualmente  lo  scalpello 
trasportasse  dalla  superficie,  e  non  c'era  d'altro  canto  da  temere 
—  dato  il  brevissimo  tempo  d'azione  del  calore  —  che  i  batteri  con- 
tenuti nel  centro  del  blocco  di  sale  potessero  essere  danneggiati. 

Prendevo  per  mezzo  di  un  cucchiaino  sterile  a  margini  taglienti 
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dal  centro  del  blocco  spezzato  asetticamente  dei  campioni  di  sale 
che  introducevo  in  capsule  Petri  tarate  :  dopo  pesata  scioglievo  il 
sale  contenuto  nelle  capsule  in  10  cmc.  di  acqua  sterile  e  quindi 
con  14  cmc.  di  tale  soluzione  facevo  le  piastre  sia  in  agar  che  in  ge- 
latina, e  tenendo  conto  della  quantità  di  sale  sciolto  nel  ^  cmc.  di 
acqua  calcolavo  il  numero  dei  germi  di  un  grammo  di  sale. 

I  risultati  ottenuti  spaccando  asetticamente  il  sale  senza  steri- 
lizzarne la  superficie  esterna  sono  riassunti  nella  seguente  tabella  : 


Tab.  I. 


rienza 

Germi  in  un  grammo 
alla  snperflcie 

Germi  in  un  grammo  al  centro 
del  blocco 

U'espe 

DATA 

Gelatina 

Gela  tina 

Num.  de 

Agar 

Non 
fondenti 

Fondenti 

3 

s 

Totale 

Agar 

o 

c 
•o 

Muffe 

Totale 

1 

7  novembre  1910 

143e 

360 

396 

261 

10J7 

660 

355 

196 

135 

686 

2 

9  dicembre  1910 

306 

183 

137 

108 

428 

174 

lo6 

68 

41 

215 

3 

12  dicembre  1910 

444 

132 

132 

147 

411 

253 

66 

33 

58 

157 

4 

29  dicembre  1910 

268 

59 

81 

89 

229 

79 

22 

31 

37 

90 

(La  esperienza  prima  venne  fatta  su  un  blocco  di  sale  acquistato 
da  un  tabaccaio  di  Padova,  le  altre  tre  su  sale  proveniente  diretta- 
mente dal  magazzino  generale  di  Venezia  che  a  sua  volta  lo  aveva 
ricevuto  dalle  saline  di  Cervia  :  ciò  spiega  il  contenuto  microrganico 
assai  forte  del  sale  della  esperienza  l**). 

Grià  queste  esperienze  mostrano  una  notevole  differenza  nel  nu- 
mero dei  germi  fra  la  superficie  e  l'interno  del  blocco  di  sale. 

Nella  seguente  tabella  espongo  i  risultati  ottenuti  sterilizzando  la 
superficie  dei  blocchi  di  sale  mediante  immersione  in  soluzione  sa- 
tura bollente  di  cloruro  sodico. 
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Tab.  II. 


cS 
N 

.£ 
*h 

Germi  in  un  grammo 
alla  superflcie 

Germi  in  un  gramn-.o  al  centro 
del  blocco 

o 
a 

00 

DMA 

Gelatina 

Gelatina 

Nuiu.  del 

Agar 

Non 
fondenti 

■a 
a 

Muffe 

Totale 

Agar 

Non 
fondenti 

Fondenti 

Muffe 

Totale 

1 

13 

dicembre 

1919 

0 

0 

0 

0 

0 

122 

61 

27 

14 

102 

2 

23 

dicembre 

1910 

0 

0 

0 

0 

0 

77 

54 

47 

42 

143 

3 

27 

dicembre 

1910 

0 

0 

0 

0 

0 

129 

39 

13 

35 

87 

i 

28 

dicembre 

1910 

0 

0 

0 

0 

0 

86 

28 

27 

22 

77 

In  questa  seconda  serie  di  esperienze  in  cui  la  sterilizzazione 
della  superficie  impediva  che  lo  scalpello  che  rompeva  il  sale  A^e- 
nisse  ad  aumentare  la  flora  batterica  interna,  il  numero  dei  germi 
scendeva  ancora  più,  e,  quantunque  l'interno  del  blocco  non  sia  ste- 
rile, perchè  fra  cristallo  e  cristallo  rimangono  degli  spazi  in  cui 
facilmente  si  possono  annidare  i  germi  che  durante  la  formazione 
del  cristallo  sono  espulsi  da  questo,  pure  il  confronto  fra  il  numero 
dei  germi  della  superficie  e  quello  dell'interno  mostra  una  grande 
purezza  relativa  del  centro,  purezza  che  si  può  logicamente  sup- 
porre diventi  sterilità,  o  quasi,  nell'interno  del  cristallo  come  trovai 
nel  salgemma. 

* 
*  « 

L'esame  batteriologico  qualitativo  eseguito  sulle  soluzioni  di  sale 
sia  della  superficie  che  del  centro  diede  sempre  assenza  dei  comuni 
patogeni  (b.  carbonchio,  v.  colera  e  colerasimili,  b.  tifo,  b.  paratifi, 
b.  coli,  stafilococchi  piogeni),  dimostrò  invece  un  numero  notevolis- 
simo di  muffe  [penicilliim  glancnm,  in  preponderanza,  aspèrgillus  fii- 
migatus,  aspergilliis  ocraceiis,  aspèrgillus  niger,  mucor  mucedo),  qualche 
colonia  ài  cladotrix  alba  ed  aiirantiaca^  ed  un  numero  pure  notevole 
di  cromogeni  {mìcr.  candidiis,  b.  erytrosporns,  b.  violacens,  b.  ocraceus, 
sarcina  lutea,  sarcina  alba). 

Tali  risultati  qualitativi  concordano  con  quelli  di  Rappin  e  Gros- 
seron  (1.  c.),  non  così  quelli  dell'analisi  quantitativa  che  a  me  diede 
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in  media  un  numero  assai  minore  di  microrganismi  di  quelli  trovati 
dai  due  autori  francesi  nel  sale  proveniente  dalle  saline  delle  coste 
di  Francia.  Bappin  e  Grosseron  però  non  dicono  se  il  sale  su  cui 
fecero  le  ricerche  provenisse  direttamente  dalle  saline,  o  fosse  da 
essi  acquistato  negli  spacci. 

*** 

Poiché  l'analisi  qualitativa,  come  esposi,  dimostrò  un  forte  con- 
tenuto di  muffe,  sorse  spontaneo  il  dubbio  che  la  flora  batterica  del 
sale  fosse  costituita  in  massima  parte  da  spore.  Per  accertare  il  fatto 
tenevo  per  5  minuti  a  80°  C.  la  soluzione  acquosa  del  sale  conte- 
nuta in  sottili  tubi  di  vetro  chiusi  da  ambedue  le  parti  alla  fiamma. 
Facevo  poi  le  piastre  sia  con  il  liquido  che  era  stato  sottoposto  al- 
l'azione del  calore,  sia  con  una  eguale  quantità  di  soluzione  non 
trattata  col  riscaldamento. 

La  tabella  seguente  mostra  quattro  delle  esperienze  fatte  in  pro- 
posito :  le  tre  prime  vennero  eseguite  con  sale  comune  proveniente 
dalle  saline  di  Cervia  ed  avuto  direttamente  dal  magazzino  generale 
di  Venezia,  la  quarta  con  sale  di  miniera  polverizzato  proveniente 
dalla  Sicilia. 


Tab.  III. 


a 
e 

Soluzione  d 

sale 

Soluzione  i5i  sale 
dopo  trattamento  col  calore 

U'espei 

DATA 

Gelatina 

Gelatina 

V 

e 

9 

Ag.ir 

Non 
fondenti 

Fondenti 

Muffe 

c 
H 

Agar 

Non 
fondenti 

Fondenti 

tu 

a 

Totali' 

1 

15  febbraio  1911 

976 

120 

84 

423 

627 

906 

80 

73 

402 

555 

2 

15  febbraio  19li 

386 

395 

206 

169 

770 

202 

148 

139 

176 

463 

3 

4  marzo  1911 

]036 

941 

64 

84 

1089 

940 

334 

62 

36 

962 

4 

6  marzo  1911 

98 

91 

•21 

30 

151 

62 

38 

17 

21 

126 

Come  si  vede,  il  numero  dei  germi,  pur  diminuendo  in  seguito 
al  trattamento  col  calore,  non  decresce  —  nelle  esperienze  esposte 
ed  in  altre  analoghe  per  risultati  che  ometto  per  brevità  —  in  modo 
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notevole,  il  che  dimostra  chiaramente  che  una  grandissima  parte 
dei  microrganismi  del  sale  si  trova  come  forme  permanenti  e  non 
vegetative. 

L'esame  qualitativo  eseguito  sui  batteri  sviluppatisi  sulle  jjiatre 
dopo  aver  subito  il  riscaldamento  diede  in  genere  risultati  analoghi 
a  quelli  citati  in  precedenisa. 

*  * 

Dato  che  mai  ho  potuto  nelle  mie  ricerche  isolare  patogeni,  nem- 
meno il  b.  eoli  che  con  tanta  facilità  si  trova  nelle  acque  di  mare 
vicino  alla  costa,  e  che  l'inquinamento  del  sale  è  dato  in  massima 
parte  da  forme  permanenti,  era  opportuno  vedere  quale  resistenza 
avessero  quei  germi  patogeni  che  più  facilmente  possono  capitare 
sul  sale,  quando  siano  posti  a  contatto  diretto  con  esso.  In  proposito 
non  vennero  fatte  ricerche  avendo  gli  autori  studiato  solo  l'azione 
sui  germi  delle  soluzioni  di  sale  più  o  meno  concentrate,  se  si  tolga 
Stadler  (1.  c.)  il  quale  polverizzando  con  sale  le  culture  di  coli  su  agar 
trovò  che  questo  bacillo  resiste  circa  tre  settimane.  In  tal  caso  però 
dato  lo  spessore  della  patina,  il  sale  poteva  agire  solo  sui  micror- 
ganismi della  superficie. 

Per  ottenere  che  il  sale  esercitasse  la  sua  azione  sui  germi  bene 
isolati  e  non  ammassati  facevo  una  sospensione  omogenea  del  mi- 
crorganismo in  esame  in  acqua  distillata  sterile  e  quindi  ne  ponevo 
qualche  goccia  sulla  parte  della  superficie  di  un  pezzo  di  sale  limi- 
tata da  un  segno  fatto  con  soluzione  colorante  sterile.  I  pezzi  di 
sale  contenuti  in  capsule  Petri  erano  mantenuti  all'oscuro  ed  a  tem- 
peratura di  16°-18*'  C.  rispettivamente  in  essicatori  con  acido  solforico 
ed  in  campane  di  Koch  nel  cui  fondo  c'era  un  po'  d'acqua  che  man- 
teneva l'ambiente  umido.  Ogni  12  ore  o  meno  se  il  germe  resisteva 
poco,  facevo  la  ricerca  prelevando  dei  piccoli  pezzetti  di  sale  dall'in- 
terno della  zona  circoscritta  dal  segno  e  seminandoli  in  provette  di 
brodo  o  di  acqua  peptonizzata.  Ho  usato  quest'ultimo  terreno  nutri- 
tivo per  il  V.  del  colera  a  preferenza  di  altri  proposti  più  recente- 
mente, perchè  come  risulta  dalle  ricerche  di  .Jacobsen  (1.  c.)  il  v.  del 
colera  dà  sviluppo  in  acqua  peptonizzata  ancora  qualche  tempo  dopo 
che  non  lo  dà  più  negli  altri  mezzi  nutritivi  speciali. 

Se  ottenevo  sviluppo  identificavo  il  germe  con  tutti  i  mezzi  che 
la  tecnica  batteriologica  mette  a  disposizione. 

Eiassumo  i  risultati  nella  tabella  seguente,  avvertendo  che  per 
queste  ricerche  ho  usato  sale  comune  proveniente  dal  magazzino 
generale  di  Venezia,  di  cui  prendevo  una  grossa  lamina  dalla  parte 
centrale  di  un  agglomerato  di  cristalli,  e  che  il  tempo  di  resistenza 
risulta  dalla  media  delle  varie  esperienze  eseguite  con  ciascun 
germe. 
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Tab.  IV. 


Microrganismo 

In  ambiente 
Becco 

In  ambiente 
umido 

B. 

coli  

6  giorni 

5 

giorni 

B. 

0  » 

5 

> 

B. 

6  > 

6 

> 

B. 

tifo  

fi 

6 

> 

V. 

3G  ore 

22 

ore 

V. 

OU  » 

21 

> 

V. 

38  > 

30 

V. 

3  giorni 

48 

> 

V. 

36  ore 

48 

> 

V. 

3  giorni 

46 

> 

V. 

45  ore 

44 

> 

V. 

24  » 

14 

> 

V. 

24  > 

23 

> 

I  germi  patogeni,  come  dimostra  la  sovraesposta  tabella,  resistono 
relativamente  poco  a  contatto  del  sale,  nè  si  può  credere  che  tale 
fatto  dipenda  almeno  in  parte  dal  semplice  essiccamento  cui  sulla  su- 
perfice  del  sale  i  microrganismi  vanno  incontro,  ma  da  un'azione 
propria  del  cloruro  sodico,  tanto  è  vero  che  i  germi  in  generale 
muoiono  più  rapidamente  nell'ambiente  umido  che  in  quello  secco, 
perchè  nel  primo  caso  si  viene  a  formare  un  più  intimo  contatto 
fra  germe  e  sale  e  un  po'  di  soluzione  concentratissima  di  quest'ul- 
timo agisce  sui  microrganismi. 

La  scarsa  resistenza  dei  germi  è  anche  confermata  indirettamente 
dal  fatto  che  la  flora  batterica  è  assai  scarsa  nell'interno  dei  pani 
di  sale  raffinato  nè  si  può  invocare  come  causa  di  ciò  il  processo 
di  purificazione  perchè,  come  giustamente  osservano  Rappin  e  Grros- 
seron  (1.  e),  se  con  esso  la  flora  batterica  realmente  diminuisce,  nei 
successivi  trattamenti  fatti  senza  alcuna  norma  asettica  il  numero 
dei  germi  deve  fortemente  aumentare  di  nuovo.  Il  numero  scarso 
di  germi  e  quello  relativamente  rilevante  di  muffe  (v.  tabella  seguente) 
che  si  trova  nell'interno  di  tali  pani  ribadisce  quanto  dimostrano  le 
esperienze  precedenti,  che  cioè  le  forme  vegetative  resistono  poco  a 
contatto  del  sale,  il  cui  inquinamento  è  dato  in  massima  parte  da 
spore. 
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Tab.  V. 


<< 

Germi  in  un  grammo 

di  8ale 

imero 
iperieii 

DATA 

Gelatina 

Nu 
dell'e" 

Agar 

Non 
fondenti 

Fondenti 

Muffe 

Totale 

1 

16  gennaio  1911  .... 

46 

52 

2(1 

40 

112 

2 

19  febbraio  1911  ...  . 

65 

49 

27 

45 

121 

3 

24  febbraio  1911  ...  . 

72 

78 

21 

56 

155 

4 

3  marzo  1911  

81 

65 

14 

34 

113 

*  * 

Assodato  adunque  che  i  germi  patogeni  in  genere  non  resistono 
molto  a  contatto  del  sale  e  che  l'inquinamento  di  questo  è  massi- 
mamente alla  superficie,  mi  restava  da  studiare  se  e  come  su  tale 
inquinamento  superficiale  agissero  le  condizioni  di  pulizia  dei  negozi 
dove  il  sale  è  venduto.  Perciò  ho  fatto  delle  ricerche  acquistando  nello 
stesso  giorno,  nelle  ore  pomeridiane,  dei  campioni  di  sale  in  vari 
negozi  della  città.  Osservavo  le  condizioni  igieniche  apparenti  dello 
spaccio,  portavo  subito  il  sale  in  laboratorio  dove  scioglievo  mezzo 
grammo  di  sale,  pesato  con  le  norme  dell'asepsi,  in  10  cmc.  di  acqua 
sterile,  e  quindi  con  cmc.  di  tale  soluzione  facevo  le  piastre  sia 
in  agar  che  in  gelatina.  Il  conteggio  delle  colonie  diede  i  risultati 
esposti  nella  seguente  tabella  : 


Tab.  vi. 


Germi  in  un  grammo  di  sale 

DATA 

SPACCIO 

Condizioni 
igitniche 

Gelatina 

in 

dello  spaccio 

Agar 

Non 
fondenti 

Fondenti 

te 
S 

'à 
o 
r- 

10  febbraio  1911 

Piazza  del  Duomo  .... 

baoiiissime 

7()i 

■1180 

80 

144 

1404 

10  febbraio  1911 

cattive 

1328 

2420 

243 

166 

2829 

10  febbraio  1911 

Via  Spedale  Civile  .... 

cattive 

1216 

1372 

620 

368 

2360 

16  febbraio  1911 

buone 

1020 

425 

102 

81 

698 

16  febbraio  1911 

Via  Cassa  di  Risparmio  .  . 

discrete 

1180 

1048 

340 

187 

1573 

pessime 

2426 

3740 

523 

320 

4583 

Come  8Ì  A^ede  la  flora  batterica  del  sale  è  assai  più  numerosa  in 
quello  proveniente  da  negozi  mal  tenuti  che  in  quello  da  spacci  pu- 
liti :  del  resto  anche  nel  sale  di  questi  ultimi  il  numero  dei  batteri 
è  di  gran  lunga  superiore  a  quello  medio  trovato  nelle  ricerche  ese- 
guite su  sale  proveniente  direttamente  dal  magazzino  di  Venezia 
(v.  tabella  I),  come  pure  si  presenta  notevole  nel  salgemma  polve- 
rato,  mentre  abbiamo  visto  che  manca  nell'interno  dei  grossi  cri- 
stalli di  esso  (v.  tabella  III,  esperienza  4"). 

L'esame  batteriologico  qualitativo  ha  dato  risultati  analoghi  a 
quelli  esposti  antecedentemente.  Anche  facendo  la  ricerca  sul  sale 
proveniente  dai  negozi  piìi  mal  tenuti  mai  mi  riuscì  di  isolare  alcun 
germe  patogeno. 

€ouclusioDÌ. 

Dalle  esperienze  esposte  risulta  : 

1.  Che  il  sale  è  in  genere  specialmente  inquinato  alla  super- 
ficie, mentre  l'interno  del  cristallo  del  salgemma  è  sterile  ;  la  quale 
sterilità  (o  per  lo  meno  una  eliminazione  batterica  protratta  quasi 
all'estremo)  si  può,  per  analogia,  ritenere,  per  quanto  si  è  detto,  che 
si  avveri  anche  nell'interno  dei  cristalli  del  sale  di  salina. 

2.  Che  in  gran  parte  nel  sale  comune  ed  in  quasi  totalità  in 
quello  raffinato  l'inquinamento  batterico  è  dato  da  forme  permanenti. 

3.  Che  nei  numerosi  campioni  di  sale  esaminato  mai  trovai 
germi  patogeni. 
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4.  Ohe  i  patogeni  resistono  poco  se  portati  anche  in  forte  quan- 
tità sulla  superficie  del  sale  comune,  sia  questo  tenuto  in  ambiente 
secco,  sia  in  ambiente  umido  :  resistono  anche  meno  se  posti  nell'in- 
terno di  pani  di  sale  raffinato. 

5.  Che  il  sale  proveniente  direttamente  dal  magazzino  generale 
di  Venezia  è  assai  meno  inquinato  di  quello  spacciato  a  Padova  e 
che  il  suo  inquinamento  cresce  tanto  più  quanto  meno  ben  tenuto 
nei  riguardi  dell'igiene  è  il  negozio  dove  esso  si  vende. 

Ora  se,  tenendo  presenti  queste  conclusioni,  si  considera  che  nè 
da  Rappin  e  Grosseron  (1.  c.)  nè  da  me  sono  stati  mai  trovati  nei 
sali  esaminati  germi  patogeni,  nemmeno  quelli  che  si  può  presumere 
inquinino  l'acqua  marina  che  viene  adoperata  nelle  saline;  se  si 
pensa  che  germi  patogeni  quali  tifo,  paratifo  e  vibrioni  colerici  o 
colerasimili  resistono  nei  conglomerati  di  cristalli  di  sale  di  salina 
un  tempo  assai  minore  di  quello,  durante  il  quale  il  sale  resta  am- 
monticchiato nelle  saline  stesse,  e  quindi  nei  magazzini  di  deposito 
e  di  vendita;  e  finalmente  se  si  tiene  presente  che  l'inquinamento 
notato  è  in  prevalenza  dovuto  ad  ifomiceti;  si  deve  escludere  che 
per  mezzo  del  sale  possa  facilmente  aversi  una  diffusione  dei  pre- 
detti germi  patogeni.  E  lo  stesso  deve  dirsi  anche  del  sale  raffinato, 
perchè  se  questo  venisse  eventualmente  inquinato  da  germi  pato- 
geni durante  la  confezione  dei  pacchi,  sta  il  fatto  che  praticamente 
da  tale  confezione  all'uso  del  sale  passa  un  tempo  superiore  a  quello 
che  abbiamo  visto  necessario  per  ottenere  la  morte  di  germi  patogeni 
studiati  e  più  temibili  in  tal  caso. 

Mi  pare  perciò  inutile  o  per  lo  meno  eccessivo  chiedere  come 
fanno  Rappin  e  Grrosseron  che  il  sale,  prima  di  metterlo  in  commercio, 
venga  sterilizzato,  tanto  più  che  anche  se  ciò  si  facesse,  esso,  pas- 
sando in  seguito  attraverso  i  negozi  e  le  mani  non  sempre  pulite 
dei  rivenditori,  verrebbe  di  nuovo  ad  inquinarsi  notevolmente,  come 
abbiamo  visto,  infatti,  avverarsi  per  il  salgemma  originariamente 
sterile.  Anzi  in  ciò  appunto  è  una  sorgente  di  pericolo  immediato, 
stante  specialmente  l'oramai  accertato  danno  che  può  derivare  dalle 
mani  dei  per  lo  più  ignoti  portatori  di  germi  d'infezione.  Ma  il  ri- 
paro potrebbe  aversi  solo  in  una  posteriore  sterilizzazione  in  fami- 
glia, la  quale  cosa  dovrebbe  allora  praticarsi  nel  99  %  degli  altri 
mezzi  alimentari  che  non  si  adoperano  cotti.  E  la  cosa  non  solo  di- 
venterebbe non  pratica,  ma  condurrebbe  a  quelle  dannose  conseguenze 
alle  quali  conducono  tutte  le  esagerazioni. 

Anche  chiedere  —  cosa  dal  punto  di  vista  igienico  desiderabilis- 
sima —  che  il  sale  comune,  al  pari  di  quello  raffinato,  venga  posto 


124 


in  vendita  avvolto  in  carta,  potrebbe  parere  pretesa  eccessiva  dato 
che  specialmente  il  popolino  acquista,  nè  per  ragioni  economiche 
può  fare  diversamente,  il  sale  in  quantità  minime. 

Unica  cosa  che  mi  pare  si  possa  consigliare  ed  ottenere  si  è  che 
gli  spacci  vengano  tenuti  in  modo  migliore  e  servano  solo  per  la 
vendita  del  sale  e  non  come  ora  si  fa  in  molti  di  essi,  anche  per 
vendita  di  generi  alimentari,  perchè  altrimenti  tanto  le  mani  del 
rivenditore,  che  maneggia  necessariamente  altre  sostanze,  fra  cui 
molte  ricchissime  di  sostanze  organiche,  quanto  le  bilancio  ed  altri 
utensili  possono  trasportare  nel  sale  sostanze  inquinanti  e  quindi 
germi  viventi. 

Per  ottenere  ciò,  però,  non  possono  giovare  che  l'autorità,  le  forze 
e  i  mezzi  coordinati  della  Direzione  delle  Gabelle  e  della  Sanità. 
Padova,  giugno  1911. 
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Sulla  cosidetta  "  bronchite  verminosa  „ 

Ricerche  di  istopatologia. 

Consigliato  dal  prof.  Gr.  Alessandrini,  che  mi  daya  insieme  as- 
sicurazione come  non  poche  controversie  regnino  ancora  nell'inter- 
pretazione di  questo  processo  morboso,  pensando  che  mi  sarebbe  stato 
agevole  portarvi  un  nuovo  contributo,  intrapresi  l'esame  di  alcuni 
casi  di  bronchite  verminosa  di  vitello,  pecora  e  maiale. 

11  materiale  di  studio  mi  fu  fornito  dalla  ricca  collezione  paras- 
sitologica del  prof.  Alessandrini. 

Risalire  ai  primi  casi  descritti,  tracciare  la  storia  della  bron- 
chite verminosa  degli  animali  domestici,  è  cosa  che  io  lascio  da 
parte  per  non  risalire  ad  un'epoca  arretrata  di  secoli,  deducendone 
dati  incerti  ed  inesatti.  Oggi  si  sa  che  la  malattia  compare  in  un 
numero  grandissimo  di  specie  animali  ognuna  delle  quali  ospita 
una  specie  particolare  di  verme  che  appartiene  alla  famiglia  degli 
Strongili. 

Alle  lesioni  prodotte  da  questi  Strongili  furono  ascritti  i  carat- 
teri della  broncopolmonite  a  decorso  subacuto  o  cronico  ed  esse  fu- 
rono ritenute,  fino  a  pochi  anni  fa,  come  la  causa  di  morte  per  gli 
animali  colpiti. 

Come  e  perchè  i  vermi  penetrino  nel  loro  apparato  respiratorio 
non  è  stato  ancora  accertato  per  tutti  gli  animali,  in  molti  dei  quali 
facendo  ingerire  vermi  adulti,  larve,  embrioni,  uova,  la  malattia, 
secondo  le  esperienze  di  Leuckart  (l),  non  si  riprodusse.  I  parassiti, 
nei  loro  vari  stadi  di  sviluppo,  furono  anche  immessi  direttamente 
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per  tracheotomia,  come  fece  per  esempio  Dionisi  (2),  ma  senza 
risultato.  Lo  Schlegel  (3)  aveva  quindi  supposto  la  necessità  di 
un  ospite  intermedio  ed  il  passaggio  delle  giovani  larve  sessuate 
dall'ambiente  esterno  col  mezzo  dell'acqua  o  del  nutrimento  nel 
nuovo  animale  arrivando  nei  polmoni  durante  i  periodi  della  ru- 
minazione, imboccando  la  trachea  e  scendendo  giù  per  i  bronchi. 
Se  però  questa  ipotesi  può  essere  ammessa  per  gli  animali  rumi- 
nanti, essa  non  spiega  affatto  la  penetrazione  dei  vermi  in  quelli 
animali  nei  quali  la  ruminazione  non  si  compie,  e  sono  forse 
i  più. 

Per  la  bronchite  verminosa  nei  bovini  e  negli  ovini  è  supposta 
l'infestazione  per  la  via  sanguigna,  o  direttamente  come  avviene  per 
le  trichine  [Brusasco  e  Boschetti  (4)];  nel  cane  la  via  venosa  è  ve- 
rosimilmente la  vera  giacché  le  uova  e  le  larve  dello  Strongylns 
vasorum,  vivente  nel  cuore  destro  e  nelle  grandi  diramazioni  del- 
l'arteria polmonare,  passano  con  facilità  nel  polmone  dove  compiono 
le  loro  ulteriori  fasi  di  sviluppo  [Brusasco  e  Boschetti  (1.  c.)]. 

Perchè  poi  questo  vasto  gruppo  di  parassiti  vada,  in  tanti  ani- 
mali differenti,  a  cercare  la  sua  sede  preferita  nei  polmoni,  è  an- 
cora meno  chiaro  della  questione  precedente.  Augstein  (5)  riferen- 
dosi alla  presenza  di  numerosi  elementi  corpuscolari  nella  cavità 
somatica  del  verme,  crede  che  ad  essi  spetti  una  particolare  impor- 
tanza biologica  specialmente  in  rapporto  al  ricambio  gassoso.  Ma 
questa  opinione  non  è  tuttavia  sufficiente  per  spiegare  completa- 
mente la  presenza  dei  vermi  nei  polmoni. 

* 
*  * 

Brevissimi  cenni  basteranno  a  rammentare  le  cose  più  impor- 
tanti sulle  bronchiti  verminose  da  me  osservate. 

Nei  bovini  fu  osservata  la  prima  volta  da  Euysch  (6)  nel  1744; 
essa  è  dovuta  allo  Strongylus  micrurus  (Mehlis  1831).  Il  verme  allo 
stato  adulto  vive  nell'apparato  broncopolmonare  dei  vitelli  e  le 
larve  espulse  con  l'espettorazione  mal  resistono  allo  stato  secco,  si 
mantengono  invece  benissimo  nella  terra  umida  e  dai  pascoli  pas- 
sano in  nuovi  animali,  prima  nell'intestino  da  dove  o  migrano  per 
contiguità  di  tessuti  o,  penetrando  in  circolo,  vengono  trasportati 
dalla  corrente  sanguigna  nei  polmoni. 

Negli  ovini  la  bronchite  verminosa  è  stata  segnalata  la  prima 
volta  da  Daubenton  (7)  nel  1768  e  può  essere  causata  tanto  dallo 
Strongglus  filaria  (Rudolphi  1809)  quanto  dallo  Strongylns  rufescens 
(Leuckart  1865).  Le  larve  di  questi  parassiti,  dagli   animali  infetti 


129 


vengono  espulse  nell'ambiente  esterno  per  subire  fasi  ulteriori  di 
sviluppo;  esse  sono  dotate  di  considerevole  resistenza,  vivono  anche 
per  mesi  allo  stato  secco  e  basta  un  po'  d'acqua,  come  dimostrò 
Brcolani  (8),  perchè  ritornino  in  vita;  la  via  di  infestazione  sarebbe 
analoga  a  quella  supposta  per  i  bovini. 

Nei  maiali,  la  malattia  fu  descritta  la  prima  volta  da  Modeer  (9) 
ed  è  dovuta  allo  Stroiigylus  paradoxiis  (Mehlis  1831).  Le  lesioni 
date  da  questi  Strongili  e  le  vie  che  essi  seguono  per  giungere  ai 
polmoni,  sono  analoghe  alle  precedenti. 

Qui  è  opportuno  ricordare,  come  curiosità,  il  fatto  che  Jortsits 
(10)  nel  1845  troA^ò  nei  polmoni  di  un  bambino  morto  numerosissimi 
vermi  che  egli  ritenne  per  Strongylus  lengevaginatiis,  ma  che 
Leuckart  in  seguito  definì  meglio  per  Strongglns  paradoxus, 

* 
*  * 

Nel  precedente  capoverso,  espressamente  non  tenni  parola  delle 
particolari  lesioni  che  tutto  questo  gruppo  di  Strongili  fa  insorgere 
negli  ospiti  sfortunati  colpiti,  perchè  in  questi  ultimi  anni  sorsero 
delle  vedute  non  solo  differenti  da  quelle  che  un  tempo  domina- 
vano, ma  che  sconvolsero  in  gran  parte  i  concetti  genetici  di  questa 
malattia. 

Dai  passati  lavori  si  rileva  come  i  parassiti  furono  ritenuti  causa 
prima  ed  unica  di  essa.  Vediamo  così  Miiller  (11)  attribuire  ad  essi 
le  infiammazioni  e  dilatazioni  dei  bronchi,  le  peribronchiti  e  perifle- 
biti,  la  chiusura  dei  bronchi,  le  zone  di  atelettasia.  In  altri  stadi 
osserva  focolai  di  polmonite  con  gli  alveoli  pieni  di  parassiti 
in  vari  stadi  di  sviluppo,  di  epiteli  desquamati;  infiltrazioni  parvi- 
cellulari  del  tessuto  circostante;  e  formazione  di  cavità  nelle  quali 
i  vermi  possono  soggiacere  alla  degenerazione  grassa  ed  alla  cal- 
cificazione. 

Schlegel  (1.  e),  Strose  (12),  Bugnion  (13),  Launanié  (14),  ed  altri, 
concordarono  le  proprie  con  le  precedenti  vedute  e  di  più  cerca- 
rono di  meglio  spiegare  certe  fasi  delle  lesioni.  Bugnion  (1.  c.)  at- 
tribuisce  ai  vermi  adulti  soggiornanti  nei  bronchi  la  polmonite  lo- 
bulare, agli  embrioni  ed  alle  uova  la  polmonite  diffusa.  Schlegel 
(1.  c.)  ritiene  che  i  focolai  di  broncopolmonite  lobulare  si  formino 
per  migrazione  degli  individui  sessuati  e  degli  embrioni  dai  bronchi 
al  tessuto  polmonare  circostante;  descrive  focolai  più  circoscritti 
interrotti  da  neoformazione  connettivale  che  danno  luogo  spesso 
a  cavità  contenenti  individui  adulti  e  da  lui  denominati  «  nidi  di 
vermi  ». 
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Tali  erano  le  nozioni  che  si  avevano  intorno  alla  broncopolmo- 
nite quando,  nel  1902,  apparve  un  lavoro  di  Dionisi  (1.  c.)  il  quale 
per  il  primo  tolse  in  gran  parte  al  parassita  la  proprietà  di  produrre 
tutte  le  lesioni  nel  polmone  che  lo  alberga. 

In  base  alle  sue  osservazioni  istologiche  e  constatando  la  soprav- 
vivenza degli  animali  con  lesioni  polmonari  giungenti  fino  a  com- 
pleta sostituzione  connettivale  al  parenchima,  senza  morire  di  bron- 
copolmonite e  constatando  pure  la  presenza  di  numerosi  parassiti 
negli  alveoli,  senza  traccia  di  essudato,  dubita  che  le  lesioni  acute 
che  si  rinvengono  quando  l'animale  soggiacque  alla  malattia  sieno 
da  attribuirsi  ai  vermi.  In  questi  casi  poi  osservò  che  i  focolai  di 
polmonite  si  trovavano  in  quei  tratti  di  polmone  che  erano  andati 
incontro  a  processi  di  collasso  mentre  nei  tratti  di  tessuto  nei  quali 
gli  alveoli  avevano  normale  ampiezza  non  vi  era  essudato  endoalveo- 
lare.  Nota  in  seguito  che  attorno  ai  bronchi  occlusi  da  vermi,  l'infiltra- 
zione è  dovuta  ad  elementi  fusati,  non  a  rotondi  linfocitoidi  come 
si  vede  nelle  infiltrazioni  peribronchiali  e  perivasali  dei  focolai  di 
broncopolmonite  acuta. 

Dionisi,  che  ha  studiato  questa  malattia  nelle  pecore,  intraprese 
delle  ricerche  batteriologiche  ed  ha  isolato  un  bacillo  —  bacilliis 
ovisepticns  —  mancante  di  movimenti  attivi,  negativo  al  metodo  di 
colorazione  di  G-ram,  aerobio  e  che  si  sviluppa  bene  sui  comuni  ter- 
reni nutritivi. 

Le  altre  esperienze  gli  dimostrarono  che: 

1.  //  bacillus  ovisepticns  è  patogeno  per  le  pecore  e  per  ì 
conigli^  se  iniettato  nelle  vene; 

2.  che  iniettato  in  culture  non  recenti  ha  probabilmente  pro- 
prietà vaccinante:  proprietà  questa  che  potrebbe  essere  ntiliszata  per 
la  profilassi  della  broncopolmonite; 

3.  che  può  produrre  in  condisioni  speciali,  che  con  ulteriori 
esperienze  saranno  meglio  precisate^  anche  se  iniettato  per  le  vene 
deir orecchio,  la  pleuropolmonite. 

Le  deduzioni  principali  che  si  ricavano  dal  lavoro  di  Dionisi, 
si  riassumono  in  ciò  che  le  lesioni  broncopolmonari  acute  sono  do- 
vute al  bacillo  da  lui  descritto,  essendo  invece  le  lesioni  intersti- 
ziali dovute  alla  presenza  del  verme,  sebbene  non  direttamente, 
inquantochè  sarebbero  secondarie  alle  lesioni  che  i  vermi  apporte- 
rebbero alla  mucosa  bronchiale. 

Dalle  ricerche  di  Dionisi  si  giunge  fino  al  1907  senza  che  a  mia 
conoscenza  la  letteratura  medico-veterinaria  abbia  fornito  ulteriori 
osservazioni  su  questo  argomento. 
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In  quell'anno  Marzocchi  (15)  pubblicò  i  casi  di  due  lepri  morti 
per  infezione  intestinale  da  Tricocephaliis  imguiculatns  e  che  con- 
temporaneamente ospitavano  nell'albero  bronchiale  un  altro  verme: 
lo  Strongyliis  commntatiis. 

Istituite  delle  ricerche  batteriologiche  dal  pus  di  noduli  gialla- 
stri sparsi  qua  e  là  sull'area  di  sezione  polmonare,  FA.  ebbe  occa- 
sione di  isolare  costantemente  e  per  lo  più  in  cultura  pura  un  pic- 
colo cocco,  formante  delle  catenelle  piuttosto  corte,  ben  colorabile 
coi  colori  di  anilina  e  grampositivo.  L'inoculazione  del  microorgani- 
smo sotto  la  pelle  di  cavie  e  di  conigli  produceva  ascessi  localiz- 
zati ma  non  la  morte,  anche  se  introdotto  in  quantità  considerevoli. 
Letale  invece  appariva  l'inoculazione  endoperitoneale  ed  endove- 
nosa; le  culture  perdevano  rapidamente  di  virulenza  e  vitalità. 

Completò  il  reperto  batteriologico  con  l' indagine  istologica  ; 
dalla  quale  risultò  come  mancassero  parassiti,  in  qualsiasi  stadio  di 
sviluppo,  nei  focolai  broncopneumonici  acuti  e  viceversa  esistessero 
in  zone  anche  estese  di  polmone  dove  mancava  ogni  segno  di  in- 
fiammazione acuta;  riferendosi  alle  lievissime  lesioni  dei  bronchi, 
che  FA.  considera  come  semplici  fatti  di  irritazione,  e  mettendo 
anche  Fiperemia,  da  lui  abbondantemente  notata,  in  rapporto  più 
coi  focolai  di  broncopolmonite  che  colla  presenza  del  verme,  egli 
è  d'avviso  «  che  i  vermi  debbono  considerarsi  soltanto  come  causa  indi- 
retta delle  lesioni  acute  in  questione,  e  non  fanno  che  creare  nei  polmoni 
delle  condizioni  favorevoli  air attechimento  di  altri  parassiti,  si  tratti  del 
bacillus  ovisepticus,  di  uno  streptococco  —  come  nei  suoi  casi  —  o  di 
altri  ancora  ». 

Eiguardo  alle  lesioni  interstiziali,  Marzocchi  fa  un  passo  anche 
più  avanti  a  Dionisi,  perchè,  trovando  le  primitive  alterazioni  bron- 
chiali troppo  meschine,  egli  dubita  che  esse  possano  giustificare 
quelle  che  colpiscono  poi  il  parenchima  polmonare.  Suppone  che  la 
neoformazione  connettivale  possa  dipendere  da  fenomeni  di  ripara- 
zione dei  focolai  broncopneumonici,  specialmente  dove  si  osserva 
la  necrosi  delle  pareti  alveolari.  Suppone  ancora  che  la  reazione 
connettivale  dipenda  da  una  compartecipazione  del  tessuto  di  so- 
stegno ai  processi  acuti  del  parenchima  polmonare  o  della  mucosa 
bronchiale. 

Tenendo  conto  di  questi  fatti  Marzocchi  ritiene  tuttavia  le  lesioni 
interstiziali  per  meno  secondarie  a  quelle  degli  elementi  bronchiali 
e  del  parenchima  polmonare  e  vi  attribuisce  un'azione  più  diretta 
del  verme  stesso,  azione  manifestantesi  probabilmente  per  mezzo  di 
prodotti  del  ricambio  materiale  di  esso,  che,  incapaci  di  destare 
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processi  flogistici  acuti,  vengono  riassorbiti  dagli  interstizi  dei  tes- 
suti e  dalle  radici  dei  vasi  linfatici  originando  infiammazione  pro- 
duttiva del  connettivo.  Se  quest'ultimo  fatto  può  osservarsi  anche 
dove  non  esistono  più  vermi,  si  può  spiegarlo  ricorrendo  alle  pro- 
prietà migratorie  degli  Strongili  o  pensando  che  i  loro  prodotti  di 
ricambio  agiscono  anche  ad  una  certa  distanza. 

L'ultimo  lavoro  che,  per  quanto  io  mi  sappia,  tratta  della  bron- 
chite verminosa  è  dovuto  a  Ben  Danon  (16)  che  ne  fece  oggetto  di 
studio  nel  1909.  Ben  Danon  non  discute  su  alcuna  teoria  etiologica, 
ciò  che  implicitamente  dimostra  come  VA.  ritenga  senza  altro  re- 
sponsabile il  verme  della  malattia  e  delle  lesioni  :  non  fa  parola  di 
microorganismi  e  si  limita,  assai  sommariamente,  a  dire  che  i  pol- 
moni sono  ridotti  allo  stato  di  blocchi  edematosi,  epatizzati,  e  che. 
sezionati,  offrono  orifici  bronchiali  dilatati,  riempiti  di  liquido  spu- 
moso nel  quale  nuotano  gli  Strongili  aggrovigliati. 

*  * 

Per  il  mio  studio  mi  valsi  di  pezzi  dei  vari  polmoni,  già  fissati 
nella  collezione  in  alcool  ed  in  formalina,  dei  quali  dò  qui  una  fi- 
gura macroscopica  che  rappresenta  un  bronco  sezionato  longitudi- 
nalmente nel  quale  appaiono  ciuffi  di   vermi  adulti  aggrovigliati. 


Inclusi  ulteriormente  in  paraffina  e  colorai  le  numerose  sezioni 
con  ematossilina-eosina,  van  Gieson,  Pappenheim  per  le  plasmacel- 
lule,  "Weigert  per  le  fibre  elastiche,  Weigert  per  la  fibrina. 

Le  lesioni  riscontrate  nei  differenti  polmoni  mi  si  presentarono 
molto  simili  tanto  da  poterle  raggruppare  in  una  relazione  gene- 
rale. Esse  possono,  per  mio  avviso,  essere  classificate  in  gruppi 
corrispondenti  :  I,  ai  bronchi;  II,  a  zone  di  polmone  prive  di  paras- 
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siti;  III,  a  zone  contenenti  pochi  parassiti  in  vario  stadio  di  svi- 
luppo; IV,  a  zone  contenenti  molti  parassiti  in  vario  stadio  di  svi- 
luppo. 

Non  intendo  indugiarmi  inopportunamente  in  una  minuta  descri- 
zione, limitandomi  a  poche  parole  di  commento  sulle  figure  che 
presento. 

I.  —  I  bronchi  sono  quasi  sempre  vuoti  ;  pivi  di  rado  conten- 
gono vermi  allo  stato  adulto.  Mi  parvero  per  lo  piii  dilatati,  con 
epitelio  sempre  benissimo  conservato,  con  tendenza  all'  ipertrofia 
come  agevolmente  si  può  controllare  nella  fig.  1,  colorata  con  ema- 
tossilina-eosina,  nella  quale  1'  epitelio  offre  i  caratteri  descritti,  pur 
essendo  il  bronco  occluso  da  vermi.  La  parete  dei  bronchi  è  ispessita 
ed  all'intorno  trovasi  un  alone  più  o  meno  esteso  di  peribronchite 
nel  quale  prevalgono  gli  elementi  piccoli  linfocitari.  Queste  proprietà 
dei  bronchi  furono  descritte  anche  da  Marzocchi  (1.  c.)  che  non  ritiene 
perciò  la  caduta  e  la  necrosi  del  loro  epitelio  causa  delle  lesioni  inter- 
stiziali. Del  resto,  osservando  le  figure  nel  lavoro  di  Dionisi,  non 
si  resta  per  vero  colpiti  dalla  caduta  e  necrosi  dell'  epitelio  bron- 
chiale, dovute  primitivamente  alla  presenza  del  verme;  certamente 
dove  le  lesioni  polmonari  sono  molto  avanzate,  dove  sono  molti 
parassiti,  non  solo  manca  l'epitelio,  ma  è  difficile  differenziare  il 
broncheolo  stesso. 

II.  —  Nella  fig.  2,  colorata  col  metodo  di  Weigert  perchè  si  possa 
vedere  lo  sviluppo  delle  fibre  elastiche,  si  vede  una  zona  alveolare 
priva  di  qualsiasi  parassita  ed  adiacente  ad  altre  sezioni  di  paren- 
chima che  contrariamente  ne  contenevano  molti  o  che  al  tessuto 
polmonare  erasi  sostituito  uno  stipato  tessuto  connettivo.  I  setti 
intera  Iveolari,  in  alcuni  punti  dei  quali  aderisce  tutt'ora  qualche 
traccia  di  epitelio,  sono  piuttosto  ispessiti  ed  assai  spesso  sconti- 
nuati. In  altri  punti  l'epitelio  alveolare  staccato  dalle  pareti,  occupa 
la  cavità  dell'alveolo  e  mostra  fenomeni  di  degenerazione  e  fusione 
cellulare,  ma  non  si  ha  tuttavia  mescolanza  di  leucociti  polimorfi 
e  precipitazione  di  fibrina  come  si  osserva  nell'essudazione  di  pol- 
moniti genuine  e  che  è  fatto  notato  anche  da  Dionisi  (l.  e). 

Ili  e  IV.  —  Per  illustrare  le  sezioni  di  organi  contenenti  pochi 

0  molti  parassiti  in  vario  stadio  di  sviluppo,  la  sola  fig.  B,  colorata 
secondo  il  metodo  di  van  Grieson,  sarà  sufficiente  e  scelgo  quella 
ad  alterazioni  più  gravi.  Ciò  che  costituisce  l'ambiente  contenente 

1  parassiti,  non  può  più  essere  chiamato  parenchima  polmonare; 
non  è  altro  che  un  grossolano  apparato  di  tessuto  connettivo  nelle 
cui  maglie  stanno  i  parassiti.  Oltre  a  questi  focolai,  che  sono  assai 
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numerosi,  si  osservano  poi  delle  aree  del  tatto  formate  da  tessuto 
connettivo  compatto  il  quale  va  sostituendo  il  parenchima  respirante 
riducendo  gli  alveoli  a  cavità  irregolari  prive  di  epitelio,  come  si 
vede  dalla  fig.  4  tinta  con  ematossilina-eosina.  Ed  è  certamente 
interessante  osservare  come  gli  elementi  cellulari  di  questo  tessuto 
non  sono  i  piccoli  elementi  linfocitoidi  che  accompagnano  focolai 
acuti  di  flogosi  parenchimali,  ma  sono  dati  da  tutta  quella  serie 
di  cellule  (fibroblasti  giovani  ed  adulti,  plasmacellule,  clasmatociti, 
cellule  eosinofile  del  connettivo,  ecc.)  il  cui  insieme  si  definisce  per 
neoplasma  infiammatorio  e  che  accompagna  lo  sviluppo  infiltrante 
del  tessuto  connettivo.  Belli  esempi  ne  ebbi  in  sezioni  colorate  col 
metodo  di  Pappenheim. 

* 
*  * 

Eiepilogando  i  fatti  descritti,  se  mi  occorse  imbattermi  in  focolai 
di  reazione  endoalveolare,  mi  parve  fossero  molto  scarsi  e  non  iden- 
tici a  quelli  che  insorgono  in  polmoniti  genuine  nelle  quali  l'essu- 
dazione è  il  fenomeno  principale  ed  è  dovuto  alla  caduta  e  necrosi 
dell'epitelio,  all'accumulo  di  leucociti  polimorfi,  alla  precipitazione 
di  fibrina. 

Io  credo  che  in  questa  affezione  verminosa,  nella  produzione 
delle  lesioni  istologiche,  cada  una  grande  responsabilità  sul  rigo- 
glioso sviluppo  del  tessuto  connettivo  che  si  origina  quale  manife- 
stazione reattiva  dovuta  alla  presenza  del  verme  e  dei  prodotti  da 
esso  elaborati.  In  questo  modo,  oltreché  per  chiusura  dei  bronchi 
—  nel  qual  ciso  il  tessuto  alveolare  soggiace  piuttosto  all'atrofia  — 
si  originano  zone  di  collasso  nelle  quali  in  un  primitivo  tempo  la 
cavità  alveolare  si  restringe  per  ispessimento  del  connettivo  parie- 
tale, per  finire  poi  a  collabire  totalmente  ed  essere  invasa  dallo 
sviluppo  del  connettivo  circostante,  come  dimostra  la  fig.  4. 

Io  non  ho  potuto  fare  esami  batteriologici,  obbligato  come  fui, 
per  lo  stato  del  materiale,  al  solo  esame  istologico  il  cui  risultato 
mi  fece  pensare  che,  in  casi  come  nei  miei,  le  lesioni  rilevate  pos- 
sono verosimilmente  aver  luogo  anche  senza  l'azione  attiva  di  mi- 
croorganismi. Non  voglio  con  questo  negare  che  in  altri  casi  essi 
possano  rappresentare  una  compartecipazione  al  processo  verminoso 
e  favorire  più  rapidamente  l'esito  letale;  è  certo  però  che  anche  le 
sole  lesioni  di  reazione  infiammatoria  connettivale  possono  giustifi- 
care la  morte  degli  animali  che  avviene  per  progressiva  diminu- 
zione dell'area  respiratoria  e  ciò  in  rapporto  e  tanto  più  presto 
quanto  maggiore  è  il  numero  dei  parassiti. 


lit.  Tacchmardi  e  Ferrari- laida 


135 


Si  assiste  con  questo  fatto  ad  un  fenomeno,  di  cui  la  natura  non 
è  priva  di  altri  esempi:  che  cioè  il  parassita,  dopo  aver  eletto  un 
domicilio  in  principio  favorevole  alla  sua  vitalità  ed  al  suo  sviluppo, 
riesce  poi  deleterio  all'individuo  che  lo  alberga  ed  insieme  a  sè 
stesso. 

Finora  il  processo  è  stato  chiamato  «  broncopolmonite  verminosa  »; 
io  credo  che,  in  certi  casi  almeno,  definendolo  per  «  polmonite  inter- 
stiziale verminosa  »  per  «  cirrosi  verminosa  dei  polmoni  »  non  si  an- 
drebbe errati  egualmente.  Simili  processi  si  hanno  nei  polmoni  anche 
per  altre  cause. 

Dionisi  (1.  c.)  col  ricordare  il  Distoma  Westermanni,  ospite  pa- 
rassitario dei  polmoni  umani  e  Marzocchi  parlando  di  altri  paras- 
siti come  echinococchi,  trichine,  distomi,  come  i  nematodi  descritti 
da  Ebstein  e  Nikolaier,  Mazzanti,  Olt,  Gralli-Yalerio  (1),  confermano 
che  anche  altri  vermi  possono  essere  causa  di  sole  lesioni  inter- 
stiziali. 
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Di  alcuni  di  questi  lavori  fu  presa  nota  soltanto  da  recensioni;  di 
altri  tenendo  conto  delle  citazioni  di  altri  autori  e  dei  trattati  di  paras- 
sitologia. 


(1)  Citazioni  di  Marzocchi. 


I 


Sui  composti  del  rame  colFalbumina  d'uovo 

DI 


ALBERTO  SCALA. 


Dimostrai  già,  in  anione  a  Bonamartini  (1),  che  il  composto  in- 
solubile che  si  forma,  trattando  soluzioni  di  albume  d'uovo  con  so- 
luzioni concentrate  di  solfato  di  rame,  non  è  un  composto  di  adesione 
o  di  assorbimento  superficiale.  E  ciò  per  le  ragioni  seguenti: 

1°  perchè  conteneva  sempre  una  quantità  di  SO4  inferiore  a 
quella  necessaria  per  formare  col  Cu,  esistente  nel  composto  stesso, 
solfato  di  rame  neutro; 

2°  perchè  l'acqua,  in  seno  alla  quale  "i  era  formato  il  detto  com- 
posto insolubile,  separata  per  filtrazione,  conteneva  una  quantità 
di  SO4  superiore  a  quella  necessaria  per  trasformare  il  Cu  in  SO4CU; 

3°  perchè  nello  stesso  composto  lavato  non  si  trova  più  SOi  ap- 
partenente al  solfato  di  rame  reattivo;  si  trova,  al  contrario,  una 
quantità  di  rame,  presso  a  poco,  costante,  qualunque  sia  la  compo- 
sizione del  preparato  di  partenza. 

Dunque  tra  il  solfato  di  rame  a  l'albume  d'uovo  doveva  essere 
avvenuta  una  reazione,  per  la  quale  si  formava  acido  solforico  libero 
ed  un  composto,  che,  dopo  lavaggio,  contiene  solo  il  rame  del  reat- 
tivo, come  in  un  vero  composto  di  sostituzione.  E  poiché  il  rame 
poteva  essere  eliminato  facilissimamente  coi  reattivi  comuni,  si  sup- 
pose che  la  combinazione  fosse  avvenuta  nelle  parti  laterali  della  mo- 
lecola e  precisamente  negli  aminogruppi,  che  certo  devono  esistere 
nella  molecola  dell'albumina. 

Alle  esperienze  riferite  nel  lavoro  sopracitato  ho  voluto  aggiungerne 
altre,  che  formano  oggetto  di  questa  pubblicazione,  e  che  mostrano  il 
comportamento  del  composto  insolubile  dell'albume  d'uovo  col  rame. 


(1)  Rend.  accad.  Lincei,  XVIII,  serie  5%  p.  .55L 
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nei  lavaggi  più  o  meno  prolungati  con  acqua  e  che  tendono  a  meglio 
accertare  la  natura  e  la  costituzione  di  detto  composto. 

All'albume  riunito  di  alcune  uova,  messo  in  un  mortaio  di  por- 
cellana, aggiungevo  una  quantità  pesata  di  solfato  di  rame  cristalliz- 
zato e  finamente  polverizzato;  rimescolavo  con  il  pestello  pian  piano 
per  permettere  al  solfato  di  rame  di  venire  in  contatto  coU'albume, 
mano  mano  che  si  andava  sciogliendo  nell'  acqua  di  questo,  così 
da  formare  una  combinazione  omogenea  ed  uniforme.  La  massa, 
di  un  colorito  verde  chiaro,  si  lasciava  a  sè  per  qualche  ora,  rime- 
scolando di  tanto  in  tanto,  e  quando  tutto  faceva  credere  che  il 
solfato  di  rame  si  fosse  completamente  disciolto,  e  che  il  rame  cid 
il  solfato  si  foste  distribuito  in  tutta  la  massa  di  albumina,  si  ver- 
sava tutto  su  di  un  filtro  piano,  per  separare  il  liquido  dal  composto 
solido  formatosi.  Si  favoriva  lo  scolamento  spontaneo  dell'acqua  con 
opportune  scosse  date  all'imbuto,  per  addensare  il  precipitato,  il  quale 
poi,  insieme  al  filtro,  si  comprimeva  tra  più  doppi  di  carta  bibula, 
fino  ad  eliminazione  di  quasi  tutta  l'acqua  di  imbibizione.  Allora  si 
apriva  il  filtro  ed  il  precipitato  si  passava  in  un  mortaio  di  porcel- 
lana ove  si  facevano  i  lavaggi.  Si  mescolava,  cioè,  il  precipitato  con 
100  cmc.  di  acqua,  incominciando  da  pochi  cmc,  e  rimescolando  col 
pestello  da  trasformare  il  precipitato  in  una  fina  poltiglia,  poi  in  una 
sospensione.  Si  lasciava  cosi  }a  mescolanza  per  24  ore  alla  tempera- 
tura ambiente;  si  filtrava  e  si  raccoglieva  il  filtrato  in  un  cilindro 
graduato  ed  il  composto  solido,  dopo  completo  sgocciolamento,  si 
comprimeva  tra  carta,  come  è  stato  già  detto,  per  eliminare  tutta 
l'acqua  di  imbibizione  appartenente  a  quel  determinato  lavaggio.  Nel 
liquido,  scolato  spontaneamente,  si  faceva  la  determinazione  del  rame 
e  del  residuo  solforico,  nel  modo  seguente. 

Si  faceva  evaporare  in  bagnomaria  il  liquido  fino  a  secchezza  in  una 
capsula  di  platino,  dopo  avere  aggiunto  un  po'  di  carbonato  e  di  nitrato 
di  potassio,  esenti  di  solfati.  Il  residuo  si  faceva  seccare  interamente  in 
stufa  e  si  bruciava  con  fiamma  diretta,  riscaldando  sempre  con  grande 
cautela,  per  evitare  perdite  nella  deflagrazione,  sebbene  questa  fosse 
quasi  sempre  molto  leggera.  Si  seguitava  a  riscaldare,  sempre  in  modo 
blando,  fino  a  che  fosse  presumibilmente  scomparso  tutto  il  carbone 
rimasto  inossidatd.  Il  residuo  si  scioglieva  nell'acqua;  la  soluzione  si 
passava  in  un  becher  coi  lavaggi,  fatti  quantitativamente,  si  acidi- 
ficava con  acido  cloridrico  e  si  trattava  come  è  noto  per  la  determi- 
nazione dell'acido  solforico.  Il  filtrato,  proveniente  dalla  separazione 
del  solfato  di  barite,  compresi  i  lavaggi  del  solfato  di  barite  stesso 
e  che  conteneva  tutto  il  rame,  si  trattava  a  caldo  con  acido  solforico 
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per  la  eliminazione  totale  del  bario  in  eccesso,  si  filtrava,  si  lavava  il 
precipitato  accuratamente  e  nel  filtrato  si  determinava  il  rame  nella 
forma  di  ossido  ramico. 

In  una  determinazione  di  prova,  ho  usato  5  cmc.  di  soluzione  di 
solfato  di  rame  Fehling  ed  ho  ottenuto  : 

SO4  gm.  0.1347   Cu  gm.  0.08898 

Cu  calcolato  per  SO4  trovato  .  .  .       gtn.  0.0891 

Solfato  di  ramt  in  5  cmc.  di  soluzione:  calcolato  gm.  0,3464,  tro- 
vato gm.  0,3498. 

Le  quali  quantità  sono  molto  prossime  a  quelle  realmente  esistenti 
nel  liquido  preso  per  la  determinazione  e  quindi  è  lecito  di  affermare 
che  il  metodo  sopra  descritto  conduce  a  risultati  attendibilit-simi. 

In  un  primo  esperimento,  ho  usato  l'albume  di  3  uova,  gm.  95,  al 
quale  ho  aggiunto  gm.  3.5  di  solfato  di  rame,  corrispondente  al  3. 7% 
all'incirca  dell'albume  ed  ho  ottenuto  gm.  42  del  composto  insolubile 
compresso.  Di  questo  precipitato  sono  stati  fatti  4  lavaggi  e  conse- 
guentemente nei  liquidi  di  lavaggio  scolati  spontaneamente  sono  state 
fatte  4  determinazioni  di  SO4  e  di  Cu,  raccolte  nella  seguente  tabella. 


Ordine 

dei 
lavaggi 

Liquido 
scolato 
spontaneamente 

omo. 

S  0^ 

Cu 

SOj  cale, 
per  trasformare 
il  Cu  in  SOi  Cu 

gm. 

SO,  ± 
sul  SO,  Cn 
cale,  dal  Cu 

trovato 

gm. 

80 

0.2750 

0.1119 

0.1619 

+  0.1059 

2  

90 

0.0914 

0.0497 

0.0751 

-f  0.0163 

3  

85 

0.0330 

0.024? 

0.0367 

—  0.0037 

92 

0.0121 

0.0147 

0.0222 

—  0.0101 

In  tutti  i  lavaggi,  come  si  vede,  la  eliminazione  dell'acido  solfo- 
rico e  del  rame  avviene  in  proporzione  tutt'altro  che  corrispondente 
a  quella  che  si  ha  nel  solfato,  come  dovrebbe  avvenire,  nel  caso  che 
il  composto  dell'albumina  col  solfato  di  rame  risultasse  di  una  sem- 
plice adesione  molecolare.  E  si  vede  ancora  che  la  eliminazione  del 
residuo  solforico,  SO4,  avviene  in  modo  assolutamente  indipendente 
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dal  Cu  ;  perchè  nei  primi  lavaggi  l'uno  si  trova  in  grande  eccesso  sqI- 
l'altro,  poi  in  difetto,  toccando  un  minimo,  il  quale  chiaramente  di- 
mostra che  deve  esserci  un  momento  nel  quale  tanto  il  residuo  sol- 
forico, quanto  il  rame  si  devono  eliminare  nella  proporzione  esatta 
quale  è  nel  solfato. 

Però,  le  cifre,  riguardanti  il  residuo  solforico,  non  sono,  in  questo 
caso,  probanti,  perchè  affette  dall'errore  proveniente  dallo  zolfo  del- 
l'albumina, calcolato  come  SO4  del  solfato  di  rame.  Errore  che  non 
si  è  potuto  apprezzare,  non  conoscendo  la  quantità  di  albumina  pas- 
sata nell'acqua  di  lavaggio,  che  però  non  può  produrre  tale  altera- 
zione da  condurre  ad  un  giudizio  erroneo  o  completamente  opposto 
a  quello  già  formulato.  Oltreacciò,  è  una  manchevolezza  non  piccola 
quella  di  aver  trascurato  l'analisi  del  composto  insolubile  prima  e 
dopo  i  lavaggi,  nonché  della  prima  acqua  scolata  spontaneamente  e 
che  è  l'acqua  di  combinazione  dell'albume,  perchè  si  possa  pronun- 
ziare un  giudizio  esatto  sull'andamento  della  reazione  e  sulla  costi- 
tuzione del  composto  insolubile  che  dalla  reazione  prende  origine. 

Per  la  qual  cosa,  ho  creduto  opportuno  di  ripetere  l'esperimento 
nelle  condizioni  identiche  di  quello  or  ora  descritto,  completando  solo 
le  determinazioni  ed  aumentando  il  numero  dei  lavaggi. 

All'albume  di  3  uova,  gm.  75,  ho  aggiunto  gm.  3  di  solfato  di 
rame,  ovvero  il  4  %  dell'albume  ed  ho  ottenuto  46  gm.  di  composto 
insolubile  compresso.  L'acqua  scolata  spontaneamente  ha  raggiunto 
il  volume  di  25  cmc,  ove  sono  stati  determinati  l'acido  solforico 
ed  il  rame  soltanto,  avendo,  per  accidentalità,  perduta  la  deter- 
minazione della  materia  organica.  Questa  si  eseguiva,  facendo  evapo- 
rare a  secchezza,  in  bagnomaria  ed  in  capsula  di  platino  pesata,  l'acqua 
scolata,  completando  la  essiccazione  in  stufa  a  100°  e  pesando. 
Il  residuo  era  formato  di  SO4,  Cu  e  di  albumina,  in  massima  parte; 
onde,  una  volta  nota  la  quantità  di  SO4  e  di  Cu,  si  poteva  conoscere 
la  materia  organica,  per  sottrazione  di  questi  dal  residuo  secco.  Gli 
errori  che  si  commettono  o  sono  nulli  od  affatto  trascurabili. 

Dalla  quantità  di  materia  organica  si  calcolava,  nella  forma  di  SO4, 
Io  zolfo  corrispondente  all'albumina,  nella  supposizione  che  in  essa 
sia  sempre  e  costantemente  contenuta  la  quantità  media  3.89  (1) 
per  100  di  albumina  secca. 

I  risultati  delle  determinazioni  di  questa  serie  sono  raccolti  nella 
tabella  seguente: 


(1)  Rend.  accad.  Lincei,  voi.  18,  serie  i)*,  pag.  555,  1909. 
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Dalla  tabella  si  vede  che  già  nel  composto  insolubile  originario  la 
quantità  dell'acido  solforico,  per  rispetto  al  rame,  è  in  difetto  per  for- 
mare esattamente  solfato  ;  all'apposto,  la  quantità  di  acido  solforico 
nel  primo  lavaggio  è  in  eccesso.  Poi  si  nota  un  minimo  in  difetto, 
che  pure  è  stato  notato  nella  esperienza  antecedente,  e  questo  difetto 
aumenta  in  seguito  per  poi  diminuire  e  rimanere  quasi  stazionario, 
almeno  entro  certi  limiti.  Cioè,  le  cifre  harfno  lo  stesso  andamento 
di  quelle  della  esperienza  antecedente  e  conducono  alle  stesse  con- 
clusioni, ad  onta  che  quelle  fossero  errate  per  lo  zolfo  dell'albumina. 

Il  composto  insolubile,  dopo  l'undecimo  lavaggio,  ha  perduto  in- 
teramente l'acido  solforico  del  solfato  di  rame,  perchè  la  quantità 
calcolata  di  SO4  per  lo  zolfo  dell'albumina  è  superiore  a  quella  tro- 
vata direttamente  e  che  doveva  essere  una  mescolanza  dei  due  di 
provenienza  diversa.  La  differenza  deve  essere  ascritta  ad  un  errore 
analitico,  indipendente  dalla  volontà  dell'operatore,  non  potendo  am- 
mettere una  eliminazione  dello  zolfo  dell'albumina,  senza  una  conse- 
guente decomposizione  di  essa  e  del  composto  col  rame. 

La  poca  regolarità  che  si  osserva  nell'andamento  delle  cifre  può- 
dipendere  dalle  diverse  condizioni  dell'ambiente  nel  quale  si  facevano 
i  lavaggi,  perchè  ogni  serie  ha  richiesto  non  meno  di  un  mese  e  mezzo 
di  tempo  e  di  lavoro. 

Per  la  qual  cosa,  ho  creduto  necessario  di  ripetere  1'  esperimento 
ancora,  accorciando,  più  che  possibile,  il  tempo  frapposto  tra  i  la- 
vaggi. 

Al  bianco  di  n.  4  uova,  gm.  103,  ho  unito  gm.  4.1  di  solfato  di 
rame,  ovvero  il  4  %,  ed  ho  operato,  per  il  resto,  come  è  stato  già 
detto  nella  esperienza  antecedente. 
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I  risultati  di  questa  serie,  più  regolari  di  quella  antecedente,  di- 
mostrano ancora  una  volta  che  il  residuo  solforico  nel  composto  in- 
solubile di  partenza  si  trova  sempre  in  difetto,  per  rispetto  al  rame 
e  che  nel  composto  stesso  lavato  il  residuo  solforico  del  solfato  di 
rame  è  ridotto  in  quantità  cosi  piccola  da  farci  arrivare  alla  stessa 
conclusione  alla  quale  siamo  pervenuti  nella  serie  antecedente.  Nel- 
l'acqua dell'albumina  scolata  spontaneamente  e  nell'acqua  del  primo 
lavaggio  il  residuo  solforico  si  trova  in  quantità  superiore  a  quella 
necessaria  per  formare  solfato  colla  quantità  di  rame  esistente  negli 
stessi  liquidi.  Tuttociò  dimostra  che  nella  reazione  si  libera  acido  sol- 
forico e  che  acido  solforico  libero  si  elimina  anche  nei  lavaggi,  in- 
sieme ad  una  certa  quantità  di  solfato  di  rame.  Anche  in  questa 
serie,  al  secondo  lavaggio  si  tocca  la  deficienza  minima  che  poi  au- 
menta nel  terzo,  proprio  come  abbiamo  già  visto  nella  serie  antecedente. 
L'eccesso  di  rame  sull'acido  solforico  che  si  osserva  nei  lavaggi 
susseguenti  si  spiega  colla  eliminazione  di  quantità  sempre  piiì  pic- 
cole di  SO4  del  solfato  di  rame  e  contemporaneamente  colla  soluzione 
di  piccole  quantità  del  composto  dell'albumina  col  rame,  contenente 
sempre  meno  quantità  di  SO^  eliminabile. 

Queste  deduzioni  potrebbero  avere  un  senso  assoluto  se  sicura 
fosse  la  quantità  dello  zolfo  dell'albumina  e  se  cotesta  quantità  ri- 
manesse sempre  nella  stessa  proporzione  nell'albumina  che,  combi- 
nata al  rame,  si  scioglie  nei  lavaggi.  Onde  ho  voluto  fare  una  nuova 
serie  d'esperienze  determinando  innanzi  la  quantità  dello  zolfo  in  una 
porzione  di  albume  di  più  uova,  reso  prima  uniforme  con  un  lungo 
rimescolamento  ed  aumentando  anche  la  quantità  percentuale  di  sol- 
tato  di  rame,  per  vedere  l'influenza  nella  reazione  e  nel  lavaggio  di 
un  eccesso  del  precipitante  sul  4  %. 

In  una  capsula  di  platino,  pesata  secca,  ho  fatto  evaporare  una 
certa  quantità  di  albumina  a  temperatura  sotto  50°  in  un  adatto 
bagnomaria;  il  residuo  l'ho  fatto  essiccare  lungamente  in  stufa  ad 
una  temperatura  di  90°,  poi  ho  pesato.  Così  ho  conosciuto  la  quan- 
tità di  albumina  secca,  presa  per  la  determinazione,  la  quale  poi  è 
stata  inumidita  con  poca  acqua,  trattata  con  un  po'  di  carbonato 
e  di  nitrato  di  potassio,  essiccata  e  bruciata  cautamente.  Nel  residuo, 
sciolto  nell'acqua  ed  acidificato  con  acido  cloridrico,  è  stato  deter- 
minato l'acido  solforico. 

Albumina  secca  gm.  3.1714 

Solfato  di  barite   »  0.27968 

SO4  corrispondente   »  0.1151 

-SO4  in  100  di  albumina  secca  ....     »  3.63 


Uò 


Ovvero,  il  residuo  solforico  contenuto  in  totalità  nell'albume  d'uovo 
per  la  nuova  serie  di  determinazioni  è  di  poco  inferiore  a  quella  quan- 
tità media,  3.89,  di  cui  mi  sono  servito  nelle  esperienze  antecedenti. 

Con  il  resto  dell'albume,  140  gm.,  ho  preparato  il  composto  con 
il  rame,  aggiungendo  gm.  11.20  di  solfato,  pari  ad  8  %  dell'albume 
ed  il  composto  insolubile  e  le  acque  scolate  sono  stati  trattati  ed 
analizzati  come  nelle  esperienze  antecedenti. 

I  risultati  delle  determinazioni  sono  stati  raccolti  nella  seguente 
tabella  : 
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Cotesti  risultati  non  differiscono  punto  da  quelli  raccolti  nelle  serie 
antecedenti  e  perciò  le  considerazioni,  fatte  per  quelle,  valgono  anche 
per  questa,  la  quale  ha  la  preminenza  sulle  altre  perchè  il  residuo  sol- 
forico calcolato  per  lo  zolfo  dell'albume  è  veramente  quello  che  in  esso 
esiste,  essendo  stato  direttamente  determinato.  E  potrei  esser  pago  dei 
risultati  concordi  di  tutte  le  serie,  se  non  si  presentasse  un  dubbio 
sulla  derivazione  del  SO4  dell'albume,  il  quale  dubbio  potrebbe  far 
cambiare  l'interpretazione  delle  determinazioni.  Se,  cioè,  lo  zolfo  si 
trovi  nell'albumina  nella  forma  organica,  oppure  combinato  nella  forma 
di  solfato  neutro  solubile.  In  quest'  ultimo  caso,  il  solfato  si  mette- 
rebbe in  libertà  quando  l' albumina  si  unisce  al  solfato  di  rame  e  pas- 
serebbe, per  intero  nell'acqua  di  combinazione  dell'  albumina  stessa, 
nel  primo  e  talvolta  nel  secondo  lavaggio  ;  onde  l'eccedenza  del  residuo 
solforico  sul  rame.  Però,  anche  ciò  ammesso,  non  si  pareggierebbe  il 
difetto  di  SO4  che  si  osserva  nel  composto  ramico  insolubile,  compresso 
semplicemente  e  non  lavato.  Difatti,  supposto  che  nella  materia  orga- 
nica in  combinazione  col  rame  non  esistano  più  zolfo  o  solfati,  la 
differenza  aumenterebbe,  semplicemente  cambiando  di  segno.  Così, 
pigliando  le  cifre  dell'ultima  serie  di  determinazioni,  se  nei  78.66  gm. 
di  materia  organica,  contenuta  in  100  di  composto  ramico  secco,  non 
vi  fossero  2.85  gm.  di  SO4,  come  sono  stati  calcolati,  dai  13,81  gm.  di 
SO4  trovati,  dovrebbe  esser  sottratta  la  sola  quantità  calcolata  per  il 
rame,  nella  supposizione  che  questo  sia  nella  forma  di  solfato.  E  quindi 
la  differenza,  invece  di  —  0.42,  diverrebbe  2.43. 

Ad  un  risultato  consimile  si  arriva,  nel  caso  che  il  residuo  solfo- 
rico trovato  nell'albume  provenga  in  parte  dallo  zolfo  organico  ed 
in  parte  dai  solfati  solubili  ed  insolubili,  perchè  la  differenza  dovrebbe 
sempre  aumentare  e  mai  diminuire. 

Quindi,  supponendo  sempre  che  lo  zolfo  dell'  albume  sia  tutto 
nella  forma  di  solfati  solubili,  il  residuo  solforico  ed  il  rame  nel  com- 
posto insolubile,  pressato  semplicemente,  dovrebbero  trovarsi  nella 
esatta  proporzione  quale  è  nel  solfato  di  rame,  nel  caso  che  questo 
si  combini  per  intero  all'albumina.  Perchè  eliminati  i  solfati  pertur- 
batori, il  composto  dovrebbe  risultare  quale  esso  è  veramente,  con 
piccole  differenze  derivanti  dai  solfati  solubili  rimasti  ancora  non 
eliminati.  Differenze  che  però  dovrebbero  scomparire  nel  composto 
interamente  lavato,  come  in  realtà  non  avviene  ed  anzi  avviene  il 
contrario. 

Dunque,  il  dubbio  non  ha  ragione  di  esistere  ed  è  una  realtà  che 
il  solfato  di  rame,  in  contatto  dell'albume  d'uovo,  forma  un  com- 
posto insolubile,  nel  quale  il  rame  e  l'acido  solforico  non  si  trovano 


US 

nella  proporzione  stessa  che  nel  solfato,  ma  sempre  con  un  eccesso 
di  rame  per  r'spetto  all'acido  solforico.  È  una  realtà  altresì  che  si 
liberi  acido  solforico  nella  reazione  e  che,  per  lavaggio  del  composto 
insolubile  si  elimini  acido  solforico  sempre  in  quantità  minore  di  quella 
necessaria  per  formare  col  rame  esattamente  il  solfato.  Finché  si  ar- 
riva ad  un  composto  nel  quale  non  vi  è  più  acido  solforico  del  sol- 
fato di  rame  precipitante,  ma  semplicemente  il  rame  e  per  una  quan- 
tità pressoché  costante,  qualunque  sia  il  composto  di  partenza  e  co- 
munque formato  con  quantità  minori  o  maggiori  di  solfato  di  rame 
aggiunto  all'albume. 

* 
*  * 

Le  conclusioni  teoriche  alle  quali  devo  arrivare  oggi,  differiscono 
un  poco  da  quelle  a  cui  pervenni  nella  nota  citata,  in  collaborazione 
con  Bonamartini  ;  perchè,  necessità  vuole  che  entri  in  considerazione 
lo  stato  colloidale  dell'albumina,  che  fu  allora  trascurato.  Difatti, 
allora  si  suppose  che  alla  reazione  pigliasse  parte  la  molecola  dell'al- 
bumina, attorniata  da  un  certo  numero  di  aminogruppi,  ove  pareva 
in  realtà  che  avvenisse  la  reazione.  Cioè,  il  solfato  di  rame  avrebbe 
contratto  coll'albumina  una  combinazione,  alla  quale  fu  assegnata  la 
formula  semplice  seguente: 

NH,  SO" 

nh:  + 


NHa  Cu" 

Da  cui  ^si  dedusse  che  il  grado  di  idrolizza/ione  del  gruppo 

nh"/         fosse  diverso  e  superiore  a  quello  del  gruppo  ^^^^  Cu. 

Per  cui  mentre  l'uno  tendeva  a  scindersi  completamente,  l'altro 
tendeva  ad  un  limite,  segnato  dai  grado  di  dissociazione  del  grappo 
stesso  divenuto  eguale  od  inferiore  a  quello  del  solfato  di  rame. 

g|»  >SO,      H,0  ^g5J»  +  SOA 

Così  si  spiegava  non  soltanto  la  formazione  dell'acido  solforico 
libero  nella  reazione  tra  solfato  di  rame  ed  albumina,  ma  si  spiega- 
vano anche  gli  effetti  del  lavaggio  del  composto  insolubile,  per  i  quali 
non  rimaneva  in  questo  altro  che  il  rame. 

Però  l'albumina  è  un  idrosol  colloidale,  capace  di  contrarre  com- 
binazioni coi  sali  neutri,  come  fanno  molti  idrosoli,   nei  quali  non 
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è  possibile  di  supporre  la  esistenza  di  aminogruppi  laterali.  Per  la 


ad  una  reazione  colloidale,  di  cui,  in  realtà,  il  composto  ramico  del- 
l'albumina ha  le  poche  caratteristiche,  che  presentemente  si  cono- 
scono. Cioè,  non  ha  composizione  definita,  ma  variabile  colla  con- 
centrazione della  soluzione  di  albumina  (1)  del  sale  precipitante 
e  forse  colla  temperatura  del  mezzo  nel  quale  avviene  la  reazione  ; 
cede  all'acqua  una  porzione  dell'acido  libero  del  sale  precipitante  al- 
l'atto stesso  della  reazione,  qualunque  sia  la  concentrazione  dell'al- 
bumina e  del  sale  precipitante  ;  cede  tutto  l'acido,  sempre  allo  stato 
libero,  in  presenza  di  moltissima  acqua,  oppure  per  lavaggio  prolun- 
gato, rimanendo  fissato  il  metallo  all'albumina,  come  in  un  composto 
di  sostituzione  ;  la  quantità  del  metallo  che  rimane  fissato,  all'albu- 
mina nel  comy  osto  lavato  è  pressoché  costante,  qualunque  sia  la 
quantità  di  sale  precipitante  combinato  in  origine  ;  il  rame  in  fine 
si  può  staccare  dall'albumina  coi  reattivi  ordinari  molto  facilmente, 
ciò  che  fa  credere  che  esso  non  sia  entrato  nel  nucleo  come  vero  com- 
posto di  sostituzione. 

Di  questa  reazione  colloidale  e  delle  proprietà  del  composto  che 
ne  deriva,  non  si  può  dare  una  spiegazione  soddisfacente,  se  non  si 
ricorra  alla  ipotesi  emessa  da  me  in  unione  colla  signora  Mengarini 
sulla  costitazione  della  materia  allo  stato  di  idrosol  colloidale  (2),  Per  la 
quale  ipotesi  le  micelle  sarebbero  combinate  con  un  numero,  che  per 
ora  non  si  può  definire,  di  joni  dell'acqua.  Per  cui  esse  non  sareb' 
bero  altro  che  degli  idrati  idruri  oppure  degli  idruri  idrati,  a  seconda 
che  più  vicino  sia  attratto  lo  jone  con  segno  elettronegativo,  oppure 
con  segno  elettropositivo. 

La  combinazione  del  solfato  di  rame  coll'albumina  avverrebbe  pre- 
cisamente in  queste  parti  esteriori  della  micella,  sostituendosi  agli 
joni  dell'acqua,  gli  joni  del  sale  dello  stesso  segno  elettrico.  Ciò  che 
può  essere  rappresentato  colla  formula  semplice  seguente,  nella  sup- 
posizione che  la  micella  dell'albumina  sia  un  idrato  idruro: 


qualcosa,  più  che  ad  una  reazione  chimica  vera,  ci  troviamo  dinanzi 


1 


■M 


M 


OH 


OH' 


so' 


Cu 


+ 
H 


+ 
H 


+  2  H,0 


Albumina 


Composto  insolubile 


(1)  Rend.  accad.  Lincei,  voi.  18,  serie  5"',  p.  555. 

(2)  Atti  acc.  Lincei,  anno  CCCVIII,  1911. 
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La  quale  formula  di  reazione  spiega  non  soltanto  il  modo  per  il 
quale  si  forma  il  composto  di  rame  insolubile,  ma  dà  ragione  di  tutti 
i  fatti  che  sono  andato  esponendo  fino  a  questo  punto. 

Difatti,  la  formula  dice  che  all'albumina  si  debba  combinare  il 
solfato  di  rame  intero  e  dalle  analisi  risulta  che  solfato  di  rame  si 
combina,  sebbene  con  una  quantità  di  SO4  sempre  in  difetto.  Le  ana- 
lisi dimostrano  che  nella  reazione  si  mette  in  libertà  acido  solforico 
e  la  formula  dice  che  così  deve  essere,  perchè  il  residuo  solforico  ed 
il  rame  combinati  all'albumina  nel  modo  colloidale  sono  indipendenti 
l'uno  dall'altro  ed  idrolizzabili  in  grado  diverso.  Vale  a  dire  il  gruppo 

"  H'  OH' 
SO    -g,  più  idrolizzabile  del  gruppo  Q-g-/  Cu";  percui  il  residuo  solfo- 
rico si  trasforma  in  acido  ed  in  questa  forma  si  elimina. 


^'  i      HO'  H' 

SO,    +  +  H,0              I       _  + 

^'  l  ^'  +SO.H.. 

OH'     +  J     HO'  + 

-      Cu"  I  1      -  Cu" 

OH'  11..  HO' 


Quando  l'acido  solforico,  messo  in  libertà,  oltrepassa  un  determi- 
nato limite,  r  eccesso  reagisce  sui  gruppi  Cii"    stacca  da  una 

OH' 

parte  di  essi  il  Cu,  che  si  elimina  trasformato  in  solfato.  Perchè 
il  grado  di  idrolizzazione  del  gruppo  ramico  è  sempre  molto  mi- 
nore di  quello  del  gruppo  solforico  e  quindi  è  possibile  la  coesi- 
stenza del  rame  combinato  all'albumina  con  un  ambiente  leggermente 
ma  non  soverchiamente  acido.  Per  il  lavaggio,  sempre  minore  è  la 
quantità  d'acido  solforico  che  si  elimina  e  sempre  minore  sarà  la 
quantità  di  rame  staccato  dalla  micella.  Cotesta  quantità  diviene 
nulla  quando  tutto  il  residuo  solforico  del  solfato  si  è  completamente 
eliminato.  Ed  è  per  questo  che  lavando  il  composto  insolubile  pri- 
mitivo si  arriva  ad  un  composto  contenente  una  quantità  di  rame 
quasi  sempre  costante  e  vicina  al  3  %,  qualunque  sia  la  quantità  di 
solfato  di  rame  combinato  in  origine. 

Se  però  si  abbia  cura  di  neutralizzare  l'acido  solforico,  che  si  viene 
liberando  man  mano,  con  un  alcali,  tutto  il  rame  primitivamente 
combinato  alla  micella  dovrebbe  rimanere  nella  micella  stessa.  E  di- 
fatti aggiungendo  cautamente  soluzione  di  soda  all'albumina,  trattata 
con  solfato  di  rame,  si  ottiene  un  composto  contenente  una  quantità 
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di  rame  molto  superiore  a  quella  trovata  nei  composti  ottenuti,  senza 
aggiunta  di  alcali  (1). 

Dunque  è  l'acido  solforico  che  si  mette  in  libertà  nella  reazione 
che  limita  la  combinazione  del  rame  e  la  eliminazione  nei  lavaggi  ed 
è  la  soda,  che  eliminando  l'acido  dal  solfato  di  rame  in  eccesso,  per- 
mette al  rame  di  entrare  in  combinazione  in  quantità  maggiore: 


+  SO.Na, 


+  SO,  Cu  +  2  Na  OH  l      _  +  SO^Na, 


OH'  H' 

6h'  H' 

OH'  + 
-  Cu" 
OH' 


Così  si  spiega  abbastanza  semplicemente  una  reazione  colloidale, 
da  alcuni  giudicata  una  reazione  chimica  vera,  da  altri  una  reazione 
di  superficie. 

Con  tuttociò,  la  reazione  si  potrebbe  interpretare,  ricorrendo  al- 
l'assorbimento capillare  elettivo  degli  joni,  per  parte  delle  micelle  ; 
però  faccio  osservare  che  nel  caso  della  reazione  del  solfato  di  rame 
sull'albumina  noi  ci  troviamo  dinanzi  a  vere  trasformazioni  di  joni, 
quali  non  si  dovrebbero  avere  nelle  reazioni  di  superficie.  Così  il  SO/' 
ed  il  Cu"  non  sono  mai  assorbiti  nella  proporzione  quale  esiste  nel 
solfato  di  rame,  perchè  una  porzione  del  SO/'  si  idrolizza,  si  tra- 
sforma in  acido  solforico  e  quindi  si  distacca  da  quella  relazione 
col  Cu",  che  pure  deve  sempre  esistere  nell'assorbimento  di  joni.  D'altra 
parte  il  Cu",  distaccatosi  dal  SO4",  si  orienta  verso  l'albumina  e  si 
stringe  ad  essa  con  un  legame  piuttosto  forte  e  simile  a  quello  dei 
composti  di  sostituzione. 

Laonde,  a  me  sembra  che  di  assorbimento  elettivo  di  joni  non 
si  possa  parlare,  a  meno  che  non  si  conceda  che  a  cotesto  assorbi- 
mento si  dia  il  significato  di  sostituzioni  e  di  trasformazioni  elettive 
di  joni. 


(1)  Eend.  Soc.  chim.  di  Koma,  1907,  p.  183. 


Invece,  si  tratta  di  composti  colloidali,  che  stanno  molto  vicini  ai 
composti  chimici  veri,  intesi  nel  senso  classico;  ma  che  ne  differi- 
scono per  molte  proprietà  e  caratteristiche,  derivanti  specialmente 
dal  modo  per  il  quale  si  formano  o  meglio  per  la  sede  delle  reazioni. 
Poich^  queste  nelle  combinazioni  colloidali  avvengono  nello  strato  di 
acqua  jonizzata,  che  ricopre,  attornia  e  forse  compenetra  la  micella, 
senza  però  che  la  materia  pigli  parte  diretta;  meiitre  nei  composti 
chimici  veri  è  la  materia  che  reagisce  e  si  trasforma.  Dunque,  le  rea- 
zioni colloidali  sono  anche  reazioni  joniche,  e  quindi  sono  anche  rea- 
zioni chimiche  vere,  di  cui,  bene  spesso  hanno  tutto  l'aspetto.  Così, 
ad  es.,  Arrheniua,  e  Madsen  hanno  affermato  che  la  neutralizza- 
zione della  tetanolisina  colla  antitetanolisina  è  una  reazione  chi- 
mica, perchè  in  essa  si  ha  sviluppo  di  calore,  e  cioè  per  1  gm.  Mol. 
dell'una  e  dell'altra  si  manifestano  6600  calorie  ;  eppure  essa  è 
una  reazione  colloidale,  perchè  colloidi  sono  le  due  sostanze  che 
reagiscono. 


stato  idro-EOlloidale  della  materia,  reazioni  [olloidali  e  reazioni  diastasi[|ie 

SCALA  ALBERTO 


Stato  idro-colloidale  della  materia. 


In  una  memoria,  pubblicata  in  unione  colla  signora  Mengarini, 
negli  Atti  dell'Accademia  dei  Lincei,  col  titolo:  Azione  del T  acqua  di- 
stillata sola  e  contenente  elettroliti  sul  piombo  metallico  (1)  è  stata 
esposta  una  ipotesi  sullo  stato  della  materia  in  soluzione  ed  in  so- 
spensione colloidale,  supponendo  che  le  micelle  ed  anche  le  particelle 
piccolissime  avessero  la  forza  di  jonizzare  l'acqua,  per  combinarsi  ad 
un  numero,  per  ora  non  definibile,  di  joni  di  questa  con  segno 
elettrico  negativo  o  positivo,  rimanendo  gli  altri  joni  liberi  nella  stessa 
acqua.  Vale  a  dire,  è  stato  supposto  che  si  formino  dei  composti  del 
tipo  indicato  dalle  formule  seguenti: 


ove  M  indica  una  micella  od  una  particella  ed  n  il  numero  di  mo- 
lecole d'acqua  jonizzate  che  ad  essa  si  uniscono. 

Cotesti  composti  quindi  non  sarebbero  altro  che  degli  idrati  idruri  o 
degli  idruri  idrati,  a  seconda  forse  della  ossidabilità  o  meno  della 
materia  o  dello  stato  elettrico  della  micella  o  della  particella. 

E  che  lo  stato  idro-colloidale  della  materia  sia  una  combinazione  di 
questa  coll'acqua  era  stato  nettamente  espresso  da  van  Bemmelen 
fin  dal  1888  (2).  «  Mi  sembra  che  in  generale,  non  si  differenzino  ab- 
bastanza i  composti  colloidali  degli  ossidi  e  dei  sali  con  acqua,  dagli 


(1)  Heale  accademia  dei  Lincei.  Anno  CCCVIII,  191L 

(2)  Rev.  des  trav.  chim.  des  Pays-Bas,  7,  37,  118.  Ostwald  W.  Die  Ad- 
sorptìon,  p.  13. 
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idrati  colloidali.  I  primi  sono  corpi  labili  con  composizione  incon- 
stante, gli  ultimi  sono  veri  composti  chimici  ».  E  nei  lavori  succes- 
sivi sui  gel  di  vari  ossidi  metallici  van  Bemmelen  non  fa  che  confer- 
mare quanto  aveva  all'inizio  supposto  ;  che  l'acqua,  cioè,  entri  in  com- 
binazione nei  colloidi.  E  dimostra  ancora  che  questa  si  elimina  con 
celerità  tanto  minore  quanto  minore  è  la  quantità  di  acqua  rimasta  nel 
gel.  «  È  sicuro  che  le  molecole  di  acqua  che  trattiene  questo  idrogel 
(SÌO2)  tra  15°  e  100°  in  un  mezzo  umido  non  sono  combinate  nello 
stesso  modo  che  nei  veri  composti  chimici,  ma  nel  modo  caratteristico 
dei  composti  di  adsorptione.  Questi  composti  sono  indefiniti  e  dipendono  : 
1°  dallo  stato  di  aggregazione  molecolare  del  colloide  ;  2°  dalla  pres- 
sione del  vapore  d'acqua  del  mezzo  avvolgente;  3°  dalla  tempera- 
tura (1). 

Oltre  a  ciò,  Michaelis  (2),  per  considerazioni  teoriche  suH'adsorp- 
tione  meccanica  degli  elettroliti  e  sul  potenziale  di  adsorptione,  ar- 
riva a  conclusioni  somiglianti  a  quelle  riferite  di  van  Bemmelen. 
«  Sarebbe  un  caso  straordinario  e  poco  probabile,  egli  dice,  se  fos- 
sero eguali  tra  loro  i  poteri  di  adsorptione  dell'H-jone  e  dell'  OH-jone 
e  se  la  superfìcie  libera  dell'acqua  non  mostrasse  una  differenza  di 
potenziale,  rispetto  all'interno.  Noi  non  abbiamo  alcun  mezzo  per 
dimostrare  ciò  nelle  superfici  libere,  ma  lo  possiamo  nella  superficie 
del  carbone;  perchè,  come  si  sa,  le  particelle  di  questo  sono  trasportate 
dalla  corrente  all'  anodo,  ovvero  hanno  carica  negativa  nell'acqua  pura. 

Una  causa  di  questa  carica  del  carbone  non  si  potrebbe  altrimenti 
trovare  che  nella  carica  dello  strato  superficiale  dell'acqua  aderente 
alle  particelle.  Il  segno  di  questa  carica  naturalmente  presuppone 
che  TOH'  sia  adsorbito  più  fortemente  dell'H'  ». 

Se  si  confrontino  ora  le  ipotesi  di  van  Bemmelen  e  di  Michaelis  a 
quella  da  me  dianzi  esposta,  non  si  trova  differenza  se  non  in  alcune 
particolarità  di  interpretazione  dei  fatti  su  cui  si  fondano  le  ipotesi 
stesse.  Perchè,  nell'un  caso,  è  stato  ammesso  che  le  micelle  jonizzijio 
l'acqua  e  si  combinino  o  coU'uno  o  coll'altro  degli  joni  di  questa  nella 
forma  di  vere  micelle- joni;  nell'altro,  che  le  micelle  stesse  si  uniscano, 
per  assorbimento  superficiale  all'acqua  o  ad  uno,  più  preferibilmente 
che  all'altro,  degli  joni  di  essa.  Ma,  in  quest'ultimo  caso,  si  deve 
supporre  che  la  jonizzazione  della  molecola  dell'acqua  nell'acqua  sia 
molto  maggiore  di  quella  che  effettivamente  si  conosce,  volendo  alle 
micelle  non  attribuire  un'azione  attiva  nella  jonizzazione  stessa. 


(1)  "W".°  OSTWALD.  Die  Adsorptiou,  p.  43. 

(2)  Dgnamik  der  Oberflachen,  1909,  p.  71. 
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In  ogni  caso,  il  segno  elettrico  di  queste  micelle-jonì  è  alla  dipen- 
denza del  segno  elettrico  dello  jone  dell'acqua  combinato,  oppure  as- 
sorbito superficialmente  e  questa  combinazione  è,  a  sua  volta,  alla 
dipendenza  della  qualità  della  materia  o  del  suo  stato  elettrico. 

Oltreacciò,  tutti  coloro  che  si  sono  occupati  dello  stato  idro-col- 
loidale della  materia,  hanno  più  o  meno  chiaramente  detto  o  fatto 
intendere  che  esso  sia  il  risultato  di  combinazioni  dell'  acqua  colla 
materia  stessa,  analogamente  ai  solvati,  ritenuti  combinazioni  di  elet- 
troliti coi  solventi. 

E  Bottazzi,  in  uno  scritto  recente  (1),  parla  anche  di  relazioni 
pili  o  meno  strette  tra  il  solvente  e  la  sostanza  colloidale,  desunte 
dalle  determinazioni  viscosimetriche  e  di  tensione  superficiale,  ed  am- 
mette anche  una  relazione  tra  soluzioni  colloidali  vere  e  le  soluzioni 
cristalloidi.  Per  cui  egli  crede  di  estendere  ad  esse  ciò  che  Ciamician  (2) 
ha  detto  degli  elettroliti  e  della  dissociazione  elettrolitica.  «  Esistono 
veri  joni  colloidali,  dice  Bottazzi,  più  o  meno  voluminosi,  che  pos- 
siamo considerare  come  nuclei  di  attrazione  di  un  numero  più  o  meno 
grande  di  molecole  di  acqua  (solvente)  con  le  quali  formano  vari  com- 
plessi. Questa  è  l'acqua  di  imbibizione  del  colloide  e  la  resistenza  che 
si  incontra  a  separare  da  un  colloide  la  sua  acqua  di  imbibizione  è 
l'espressione  della  forza  del  legame,  che  unisce  il  e-olvente  agli  joni 
colloidali.  Se  i  legami  fra  solvente  e  particelle  colloidali  sono  deboli, 
come  nel  caso  del  glicogeno,  ecc.,  l'acqua  non  si  trova  allo  stato  di  imbi- 
bizione e  le  sue  proprietà  fisico-chimiche  non  sono  profondamente  mo- 
dificate. Quando  le  particelle  di  un  colloide  dallo  stato  di  joni  pas- 
sano a  quello  di  particelle  elettricamente  neutre,  questa  trasforma- 
zione decorre  parallelamente  ad  un  passaggio  d'acqua  dallo  stato  di 
imbibizione  allo  stato  d'acqua  libera  non  legata 

Dunque,  la  vera  base  dello  stato  idro-colloidale,  è  la  combinazione 
della  materia  coU'acqua,  non  già  allo  stato  di  molecola  neutra,  ma 
ionizzata  ed  è  da  questa  combinazione  fondamentale  che  dipendono 
tutte  le  reazioni  che  chiamerò  colloidali  e  delle  quali  dovrò  parlare  in 
seguito. 

Ammesso  ciò,  è  facile  spiegare  il  doppio  strato  elettrico,  supposto 
da  Helmholtz  ed  esistente  veramente  nei  colloidi.  Perchè  la  micella 
colloidale  si  può  sempre  immaginare  attorniata  da  molecole  di  acqua 
combinate  nel  modo  detto  dianzi;  per  cui  gli  joni  positivi,  p.  es.,  ai 


(1)  Sn  una  più  precisa  deflnisione  dei  sistemi  colloidali  e  sulla  sistematica 
dei  colloidi  in  generale.  Atti  Soc.  ital.  progresso  Scienze,  1910,  p.  359. 
(•2)  Zeitschr.  f.  physik.  Chem.,  69,  p.  96,  1909. 
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trovino  vicini  alla  micella,  i  negativi  più  discosti,  nell'istesso  modo  che 
Perrin  (1)  ha  spiegato  il  doppio  strato  elettrico  nei  colloidi  a  con- 
tatto dell'acido  cloridrico: 


CI  CI    CI  CI 

+  +  +  + 
H  H     H  H 


+  +  +  + 
H  H     H  H 

CI  CI  cTcì 


'OH  OH 

+  + 
'H  H 


+ 

H 

Ci 

OH  'tì 

+ 

H 

CI 

'OH  'H 

+ 

H 

CI 

'OH  'H 

+ 
H 

CI 

'OH  'H 

H  OH' 
'H  OH' 
'H  OH' 


+  + 
H  H 


OH  OH     OH  'OH 


Si  può  spiegare  altresì  il  fenomeno  a  cui  è  stato  assegnato  il  nome 
di  floculazione  spontanea  dei  colloidi,  dovuto  alla  formazione  di  ag- 
gregati micellari,  i  quali  perdono  ad  un  certo  punto  il  loro  movi- 
mento browniano,  caratteristico  delle  piccole  micelle,  e  si  depositano, 
obbedendo  alla  legge  di  gravità  (2).  Questa  unione  delle  micelle  di 
un'unica  e  stessa  sostanza  avviene  per  una  degradazione  dello  stato 
colloidale,  ovvero  per  la  formazione  e  liberazione  di  molecole  d'acqua 
da  joni  di  due  micelle  identiche,  o  direttamente  a  temperatura  ordi- 
naria, a  temperatura  più  alta  ed  anche  più  bassa,  od  indirettamente 
per  mezzo  di  elettroliti,  e  queste  micelle,  rimaste  con  joni  di  segno 
contrario,  si  attraggono. 


Ciò  che  si  può  rappresentare  colle  formole  semplici  seguenti: 


M  ^5'  ?'  +  '?        M  ^  31        '?  M  +  2  H,o 

OH'    H:  H    oh  OH'  'H 


Ovvero  più  generalmente: 
M  (OH'  H')„  +  ^('H  'OH)  M  ^  M  (0H')„  ^Ch)  M  +  n  H^O 


(1)  Kolloidchem.  Beiehfte,  Bd.  II,  p.  198,  1910. 

(2)  Graiim.  Ann.  de  Chim.  et  Phvs.,  (4),  3,  127:  1864. 

Malpitano.  Kolloidchem.  Beiehfte,  Bd.  II,  p.  144;  1910.  Atti  della  So- 
cietà italiana  per  il  progresso  delle  Scienze,  1910,  p.  372. 
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E,  se  la  eliminazione  dell'acqua  procedesse  ancora  più  oltre,  ve- 
dremmo la  materia  di  una  micella  saldarsi  a  quella  dell'altra,  per  la 
forza  di  attrazione  che  ogni  particella  di  dimensione  definita  può 
esercitare  su  di  una  particella  somigliante.  Cioè,  si  avrebbe: 

—  + 
OH'  H' 

Oppure  : 

M  (oH')„  J'H)  M  ^  >  MM.  +  u  H,o 

Però  a  quest'ultima  tappa  pare  che  la  reazione  non  arrivi,  se  non 
in  casi  speciali  ;  perchè  come  van  Bemmelen  ha  dimostrato  per  vari 
gel,  l'acqua  non  si  elimina  in  totalità,  se  non  a  temperatura  molto 
elevata.  Difatti,  molti  gel  possono  passare,  per  diluizione  con  acqua, 
nuovamente  alla  fase  dispersa  con  relativa  facilità,  qualora  non  siano 
vecchi  e  non  siano  stati  essiccati  e  riscaldati  a  temperatura  elevata. 
«  I  coaguli,  perdendo  acqua  fino  ad  apparire  secchi  al  tatto,  cam- 
biano nella  costituzione  molecolare  continuamente  ed  il  legame  col- 
l'acqua  residua  diviene  più  forte.  Quest'acqua  può  essere  con  tutto 
ciò  sostituita  completamente  da  un  altro  liquido;  la  qual  cosa  di- 
mostra che  non  si  ha  da  fare  con  un  vero  idrato  »  (1).  «  Quanto  più 
completo  è  lo  stato  di  gel  del  colloide  (cioè  quanto  più  simile  allo  stato 
liquido)  tanto  più  facile  è  la  ridissoluzione,  presupposto  che  il  colloide 
non  abbia  sofferto  ancora  alcun  cambiamento  di  aggregazione  »  (2). 

Anche  Baumé  nel  1773  (3)  esprimeva  una  idea  somigliante  :  «  E  ne- 
cessario, egli  diceva,  di  prendere  l'acido  silicico  mentre  è  ancora  nel- 
l'acqua, perchè,  una  volta  seccato,  le  particelle  si  sono  riunite  ed  ag- 
glutinate tra  loro  per  attrazione  ed  allora  esso  non  si  può  più  scio- 
gliere negli  acidi  ». 

Dunque,  per  arrivare  alla  reazione  finale  è  necessario  che  si  eli- 
mini tutta  l'acqua  combinata  alla  micella,  nel  modo  colloidale, 
affinchè  varie  particelle  di  materia  nuda,  si  possano  toccare,  attrarsi 
e  fondersi  insieme.  Ciò  che  naturalmente  significa  anche  che  la  re- 
versione è  tanto  più  facile  quanto  minore  è  la  quantità  dell'acqua 
eliminata  dal  colloide. 


(1)  W."  OsTWALD.  Die  Adisovption,  p.  25. 

(2)  Id,  lei.         p.  20. 

(3)  Baumé.  Chymie  expérimentale,  t.  I,  329-332.  Walden.  Zeits.  f.  Chemie 
und  Ind.  der  Kolìide,  Bd.  IX,  146,  1911. 
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Ho  detto  che  la  disidratazione  totale  dei  coaguli  si  ha  spontanea- 
mente solo  in  casi  speciali.  Cioè,  quando  la  materia  abbia  la  tendenza 
marcatissima  ad  aggregarsi,  o  le  combinazioni  eoU'acqua  siano  molto 
labili  e  quando  la  materia  abbia  anche  una  tendenza  grandissima  a 
cristallizzare.  Così  il  colloide  ossido-idrato  di  piombo  passa  dallo  stato 
disperso  direttamente  ad  una  forma  di  coagulazione  spontanea,  ca- 
ratterizzata da  aggregati  micellari  nettamente  visibili  al  microscopio 
e  da  cristalli  foliacei  ben  definiti.  Questi  rappresentano  una  tappa 
ulteriore  nella  disidratazione  degli  aggregati  micellari  che  ancora  non 
hanno  perduto  la  caratteristica  colloidale,  perchè  per  diluizione  con 
acqua  passano  nuovamente  allo  stato  disperso.  Però,  se  il  deposito 
rimanga  per  lungo  tempo  in  quiete  nell'acqua,  si  trasforma  in  parte 
fisicamente  e  contiene  allora,  oltre  ai  foliacei,  cristalli  a  più  dimen- 
sioni, i  quali,  per  trattamento  con  acqua  distillata,  non  passano  più 
alla  fase  dispersa.  Vuol  dire  che  in  quest'ultimo  caso  la  aggregazione 
è  divenuta  così  intima  e  forte,  perdendo  o  non  perdendo  tutta  l'acqua, 
da  non  potere  facilmente  cedere  a  mezzi  blandi. 

Quindi  la  coagulazione  spontanea  importa  una  vera  modificazione 
o  meglio  una  degradazione  dello  stato  colloidale  della  materia,  nella 
quale  deve  esserci  una  manifestazione  di  calore,  come  pare  in  realtà, 
se  sia  lecito  di  estendere  il  significato  delle  osservazioni  fatte  da 
Grahm  (1),  da  Wiedmann  e  Liidekind  (2),  da  Arrhenius  e  Madsen  (3) 
e  da  von  Bemmelen  (4-). 

Ed  una  manifestazione  di  calore,  in  questo  caso,  non  si  può  spie- 
gare altrimenti  che  supponendo  che  le  miceile  colloidali,  risultando  di 
una  combinazione  della  materia  coU'acqua  allo  stato  dissociato,  rav- 
vicinandosi od  urtandosi  più  o  meno  frequentemente,  permettono  alla 
materia  di  addensarsi  ed  agli  joni  dell'acqua  di  associarsi  nuovamente 
in  molecole.  Onde  la  manifestazione  di  calore,  che  veramente  non 
è  altro  che  una  restituzione  di  quello  utilizzato  dall'acqua  per  ioniz- 
zarsi e  combinarsi,  corrispondente  a  13.5  calorie  per  ogni  molecola. 


(1)  Ann.  Chim.  et  Phys.,  3,  122,  1864. 

(2)  W.°  OsTWALD.  Die  Adsorptiou,  p.  17.  Una  soluzione  di  silicato  di  po- 
tassio è  stata  trattata  con  acido  cloridrico  diluito  e  coagulata  con  una  goccia 
di  ammoniaca.  Si  sono  manifestate  11-12  calorie. 

(3)  P.  Th.  MtJLLER.  Vorlesiingeu  ilber  Infektion  und  Iiiimunitcit,  1910,  p.  198. 
Hanno  dimostrato  che  per  neutralizzare  1  gr.  Mol,  di  tetanolisina  con 
1  gr.  Mol.  di  antitetanolisina,  reazione  eminentemente  colloidale,  si  mani- 
festano 6600  calorie. 

(4)  W.^  OsTWALD.  Die  Adsorption,  p.  24.  I  cambiamenti  nella  struttura 
molecolare  sono  accompagnati  da  liberazione  di  colore. 
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Da  ciò  la  deduzione  che  tutte  le  sostanze  nell'atto  di  sciogliersi  o 
sospendersi  allo  stato  colloidale,  debbano  assorbire  una  certa  quan- 
tità di  calore  in  corrispondenza  del  namero  delle  molecole  di  acqua 
ionizzate  e  passate  in  combinazione.  Cosa,  sulla  quale,  per  quanto  a 
me  risulta,  non  è  stata  mai  fissata  l'attenzione  od  alla  quale  non  è 
stata  mai  data  importanza  alcuna.  Si  deduce  altresì  che  l'acqua  ohe 
aderisce  a  tutti  i  corpi  solidi,  e  che  ha  preso  il  nome  di  acqua  igro- 
scopica, è  ad  essi  combinata  nella  forma  colloidale;  in  qaella  forma 
ionizzata  e  labile  per  cui  può  eliminarsi  o  fissarsi  nuovamente  con  fa- 
cilità molto  grande  e  dalla  quale  forse  dipendono  i  fenomeni  capillari, 
ritenuti  fino  ad  ora  fenomeni  puramente  fisici,  anziché  fisico-chimici. 

Perciò  la  materia  allo  stato  di  vera  soluzione  colloidale  o  nella 
fase  dispersa;  nello  stato  di  Coechi,  nello  stato  di  gel  o  di  pectizza- 
zione  ed  anche  nello  stato  di  aggregazione  micellare  e  di  cristalli  fo- 
liacei,  risulta  sempre  di  una  vera  combinazione  coll'acqua  in  quantità 
maggiore  o  minore.  Cioè  maggiore  nello  stato  disperso,  successiva- 
mente minore  negli  altri  stati,  a  seconda  della  maggiore  o  minore 
condensazione  della  materia  e  conseguentemente  della  maggiore  o 
minore  eliminazione  dell'acqua  combinata.  E  queste  diverse  forme 
non  differiscono  tra  loro  sostanzialmente,  non  essendo  altro  che  stati 
intermedi,  per  i  quali  la  materia  passa,  secondo  il  concetto  di  Grahm, 
«  dal  periodo  dinamico  al  periodo  statico,  che  non  è  altro  che  la  cri- 
stallizzazione »  o  l'aggregazione  senza  o  con  pochissima  acqua. 

La  coagulazione  delle  soluzioni  di  albumine  sia  a  temperatura  su- 
periore alla  ordinaria,  sia  a  temperatura  vicino  a  zero  è  un  caso 
particolare  della  coagulazione  spontanea  dei  colloidi,  di  cui  abbiamo 
già  parlato.  E  si  spiega  egualmente:  poiché  il  riscaldamento  od  il 
raffreddamento  non  fanno  che  aumentare  gli  urti  delle  micelle-ioni 
e  degli  ioni,  favorendo  la  formazione  di  molecole  neutre  di  acqua  e 
contemporaneamente  l'aggregazione  delle  diverse  micelle.  Vale  a  dire, 
li  riscaldamento  od  il  raffreddamento,  in  questo  caso,  agiscono  da  di- 
sidratanti, come  fanno,  in  realtà,  in  molti  casi,  che  oramai  sfuggono 
alla  nostra  attenzione,  per  la  loro  grande  frequenza. 

L'ipotesi  di  Grimaux,  sulla  coagulazione,  si  avvicina  a  quella  da  me 
esposta,  in  quanto  essa  ha  per  base  una  deacquificazione  della  sostanza 
che  coagula;  ne  differisce  però  sostanzialmente  per  il  modo  di  interpre- 
tare la  reazione.  Difatti,  tanto  la  silice  quanto  l' idrato  ferrico  colloi- 
dale sono,  secondo  Grimaux,  dei  veri  idrati  normali,  di  cui  due  molecole 
ravvicinandosi,  si  uniscono  per  un  legame  anidridico.  Questa  molecola 
doppia  si  unisce  poi  con  una  terza,  una  quarta,  una  ennesima  molecola 
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di  idrato  in  un  modo  consimile  e  le  molecole  polimere,  divenute  molto 
grandi,  si  separano  dall'acqua  formando  il  coagulo  o  l'idrogel. 
La  reazione  si  può  rappresentare  nel  modo  semplice  seguente 

OH      OH  OH  OH 

.OH       OH  OH  OHv,. 

^'OH  +OH^I  ^-bl_o_Sl    +  H,0 

OH       OH  OH  OH 

Da  cui  si  deduce  ancora  che  la  coagulazione  è  un  fenomeno  che 
avviene  ali'infuori  dello  stato  colloidale  della  materia,  ovvero  che  essa 
iion  sia  una  reazione  colloidale  ma  una  vera  condensazione  anidri- 
dica.  Però,  noi  sappiamo  che  gli  ossidi  idrati  insolubili  possono  for- 
mare nuove  e  speciali  combinazioni  coU'acqua,  oltre  quella  che  ca- 
ratterizza l'idrato  chimicamente  definito  e  quindi  le  reazioni  che  av- 
vengono tra  micelle  di  un'unica  e  stessa  sostanza  sono  condensazioni 
colloidali  prima  di  essere  condensazioni  chimiche,  intese  nel  senso 
dianzi  espresso.  Se  non  fosse  così,  le  soluzioni  colloidali  di  metalli 
non  ossidabili  e  non  formanti  ossidi  idrati  non  dovrebbero  coagulare, 
mentre  in  realtà  floculano  e  coagulano  con  una  facilità  straordinaria- 
mente grande,  da  rendersi  necessaria  la  così  detta  stabilizzazione. 

Perciò  la  ipotesi,  da  me  riferita  sullo  stato  colloidale  della  materia, 
dà  ragione,  oltreché  della  coagulazione,  della  trasformazione  dei  col- 
loidi di  metalli  ossidabili  in  colloidi  dei  rispettivi  ossidi  idrati.  Il 
piombo,  difatti,  soiogliendosi  nell'acqua  distillata  allo  stato  metallico, 
in  assenza  di  ossigeno,  assume  la  forma  colloidale,  che  può  essere  rap- 
presentata colla  formula  seguente: 

t^bjn  (6h'H')2m 

Il  colloide  metallico,  a  contatto  dell'ossigeno  dell'aria  si  trasforma 
in  ossido  idrato,  che  pare  assume  lo  stato  colloidale,  come  esprimono 
le  formule  seguenti  : 

PbM  (6'h'H')2m  +  Om  (OH)2m   +  mH,0 

PK  (0H)2M  +  n  H,0  ^  [Pb^  (0H)2m]   (oH' H')„ 

E  sì  l'uno  che  l'altro  dei  due  colloidi  possono  coagulare,  allorché 
le  micelle  siano  in  condizione  di  aggregarsi  e  gli  joni  dell'acqua  di 
separarsi  come  molecole  neutre. 


(1)  M  è  il  numero  degli  atomi  nella  micella. 
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Ad  infirmare  cotesta  ipotesi  non  si  può  addurre  il  fatto  che  i  colloidi 
si  comportano  gli  uni  diversamente  dagli  altri,  rispetto  alla  coagula- 
zione spontanea,  sebbene  tutti  siano  sottoposti  alle  stesse  condizioni. 
Perchè  tra  colloide  e  colloide  vi  hanno  differenze  di  proprietà  come 
tra  composti  simili  di  metalli  diversi,  la  materia  essendo  quella  ohe 
imprime  le  sue  caratteristiche  ai  composti  che  ne  derivano. 

Quindi,  la  non  coagulabilità  di  certi  colloidi  nelle  condizioni  che 
si  verificano  in  altri,  significa  che  la  materia  non  ha  alcuna  tendenza 
ad  aggregarsi,  ovvero  che  la  forza  con  la  quale  gli  joni  dell'acqua  si 
combinano  ad  essa  è  superiore  alla  forza  colla  quale  i  due  joni  del- 
l'acqua stanno  uniti;  per  cui  le  micelle  non  potranno  mai  perdere  lo 
stato  colloidale  e  materia  non  si  potrà  mai  saldare  a  materia,  senza 
l'intervento  di  forze  esteriori. 

In  queste  condizioni  si  trovano  quasi  tutte  le  materie  proteiche 
animali  e  vegetali  poste  alle  temperature  ed  alle  pressioni  ordinarie. 

In  fine,  la  coagulazione  di  alcuni  colloidi  organici,  per  mezzo  del- 
l'alcool, ci  offre  un  argomento  ancora,  in  favore  della  ipotesi  che  la 
materia  allo  stato  colloidale  sia  combinata  all'acqua.  Perchè  l'alcool 
è  un  disidratante  o  meglio  tende  a  sostituire,  se  non  totalmente,  al- 
meno in  gran  parte,  l'acqua  in  tutte  le  forme  idrocolloidali  della 
materia,  dando  le  corrispondenti  alcool-idro.  Questi  nuovi  composti 
hanno  proprietà  diverse  da  quelli  da  cui  derivano  e  sono  tanto  meno 
solubili  quanto  maggiore  è  la  quantità  di  alcool  nel  mezzo,  ovvero 
quanto  maggiore  è  la  quantità  di  acqua  sostituita  nel  colloide. 

Questi  coaguli  si  sciolgono  nuovamente  ed  interamente  nell'acqua, 
dando  gli  idrosoli  da  cui  provengono,  purché  non  si  lascino  lunga- 
mente nell'alcool  e  non  si  dia  loro  modo  di  addensarsi  e  di  perdere 
la  caratteristica  di  alcool-idro-gel,  come  avviene  anche  nei  semplici 
idrogel. 

Reazioni  colloidali. 

È  stato  parlato  e  dato  ragione  di  alcuni  cambiamenti  che  avven- 
gono in  certe  soluzioni  colloidali,  per  azione  di  forze  interne  od 
anche  esterne.  Ora  ci  dobbiamo  occupare  delle  reazioni  colloidali, 
che  riguardano  i  cambiamenti  manifesti  o  supposti  che  si  hanno 
nelle  soluzioni  e  sospensioni  colloidali  o  più  generalmente  in  tutti 
gli  stati  colloidali,  per  aggiunta  di  sali  o  di  altre  sostanze  estranee. 

Tra  le  prime  e  più  importanti  reazioni  colloidali  dobbiamo  met- 
tere la  decomposizione  dell'acqua  ossigenata,  provocata  da  tutti  gli  idro- 
soli, sebbene  in  grado  molto  diverso.  Perchè  molto  probabilmente  atti- 
vissime devono  essere  le  soluzioni  colloidali  perfette;  meno  attive  le 

11 
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soluzioni  all'inizio  della  floculazione  e  le  sospensioni  colloidali,  meno 
attive  ancora  le  sostanze  solide  bagnate  dall'acqua,  che  pure,  come 
è  stato  già  detto,  si  combinano  a  questa  nella  forma  colloidale. 
Difatti,  l'acqua  ossigenata  è  decomposta  rapidissimamente  dalla  solu- 
zione colloidale  freschissima  di  argento,  meno  rapidamente  dalla  ca- 
seina e  menò  rapidamente  ancora  dal  vetro,  nel  quale,  come  si  sa, 
l'acqua  ossigenata,  non  si  conserva  lungamente  se  non  ricoprendo 
le  parti  interne  di  paraffina  o  di  altra  materia  non  bagnata 
dall'acqua. 

Questa  decomposizione  si  può  spiegare  non  già  che  l'ossigeno  mo- 
bile dell'acqua  ossigenata  si  separi  dalla  molecola,  per  azione  mecca- 
nica o  per  gli  urti,  poco  verosimili,  tra  micelle  e  molecole,  ma  per 
azione  puramente  chimica.  Cioè,  gli  idrogeno-joni  delle  molecole  di 
acqua  dissociate  del  colloide  si  combinano  coli' ossigeno  mobile  del- 
O2  per  formare  dell'acqua,  alterando  così  lo  stato  di  combinazione 
colloidale  delle  nsicelle,  le  quali  istantaneamente  ritornano  allo  stato 
primitivo,  riprendendo  dall'acqua  gli  idrogeno-joni  perduti  e  mettendo 
in  libertà  l'ossigeno.  La  reazione  quindi  avverrebbe  nel  modo  espresso 
dalle  formule  seguenti  : 

Aa      (  j        +  -  Ag     r5  I      +  n  H,0 

Ag  f^^'ì  +nH.o--^>  Ag  f^^'fl+no 

Tutto  ciò  presuppone  però  che  lo  stato  colloidale  sia  uno  stato  sta- 
bile e  che  si  riproduca  non  appena  forze  od  azioni  esterne  lo  alterino. 
Ciò  che  veramente  pare  che  sia,  perchè  ogni  sostanza  insolubile,  nella 
forma  di  polvere,  messa  nell'acqua,  assume  lo  stato  colloidale  tanto 
più  perfettamente  e  più  facilmente  quanto  maggiore  è  la  sua  suddivi- 
sione. Ovvero  che  la  materia,  capace  di  esser  bagnata,  ha  in  sé  la  forza 
di  jonizzare  l'acqua  con  tanta  maggiore  facilità  quanto  maggiore  è  la 
suddivisione,  per  combinarsi  agli  joni  di  questa,  utilizzando  calore  del- 
l'ambiente. Oltre  a  ciò,  non  sembra  facile  la  distruzione  dello  stato 
colloidale,  una  volta  assunto  dalla  materia:  prima  perchè  i  colloidi, 
secondo  van  Bemmelen,  abbandonano  l'acqua  con  difficoltà  e  riman- 
gono tali,  essiccati  blandamente  ed  a  temperature  basse;  secondo 
perchè  alcuni  anche  trattati  con  sostanze  che  dovrebbero  trasformare 
profondamente  la  materia  di  cui  è  formato  il  colloide,  rimangono 
inalterati  o  quasi.  Così  riscaldando  una  soluzione  colloidale  di  argento 
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con  abbondante  quantità  di  acido  nitrico  non  si  ha  la  trasformazione 
in  nitrato  d'argento  del  colloide  ma  un  composto  probabile  di  sosti- 
tuzione, che,  per  allungamento  con  acqua,  rida  ridro-colloide  con  tutte 
le  proprietà  caratteristiche. 

Il  composto  di  sostituzione  del  colloide  può  essere  rappresentato 
colla  formula  seguente: 


Dunque,  tutto  fa  credere  che  lo  stato  colloidale  sia  uno  stato  ve- 
ramente stabile,  almeno  in  certi  casi,  da  riprodursi  rapidissimamente, 
non  appena  cause  esteriori  lo  distruggano,  senza  la  complicazione  di 
altre  circostanze,  che  rendano  non  più  possibile  questo  ritorno.  Onde 
la  reazione  sopra  esposta  dell'acqua  ossigenata  acquista  un  grado  di 
verosimiglianza  molto  grande. 

Un'altra  reazione  di  grandissima  importanza  è  quella  che  si  ha 
per  azione  dei  sali  neutri  sui  colloidi,  per  la  quale  si  manifestano  in 
questi  cambiamenti  di  proprietà  diversissimi.  È  la  reazione  su  cui 
tanto  si  è  discusso  e  tanto  si  è  scritto  ed  alla  quale  van  Bemmelen 
ha  dato,  per  il  primo,  il  nome  di  ad-sorptione  ed  altri  poi  anche  di  ade- 
sione; nomi  ambedue  che  stanno  a  significare  che  queste  reazioni  av- 
vengono per  forze  puramente  fisiche  ed  in  ispecie  capillari,  talvolta 
tra  micelle  e  molecole  saline  intere,  talvolta  tra  micelle  e  joni,  perchè 
uniti  al  colloide  bene  spesso  si  trovano  anioni  e  cationi  in  quantità 
non  più  corrispondente  a  quella  che  si  ha  nel  sale  libero,  ma  con 
un  eccesso  dell'uno  o  dell'altro. 

Queste  reazioni,  che  io  ho  chiamato  colloidali  per  indicare  una 
proprietà  generale  di  uno  stato  speciale  della  materia,  possono  essere 
spiegate  un  po'  diversamente  da  quello  che  si  è  fatto  finora,  ammet- 
tendo che  reazioni  chimiche  avvengano  tra  l'acqua  combinata  alle 
micelle  colloidali  ed  i  sali  ionizzati,  oppure  che  gli  joni  dei  sali  so- 
stituiscano in  tutto  od  in  parte  gli  joni  dell'acqua  combinati  alla 
micella.  Per  la  qual  cosa  si  formano  composti  diversi  e  variabili,  per 
proprietà,  col  numero 'delle  molecole  del  sale  combinate  o  col  numero 
delle  molecole  di  acqua  sostituite.  Così  la  reazione  che  avviene  tra 
un  colloide  ed  il  cloruro  di  sodio  può  essere  rappresentata  nel  modo 
seguente  : 


Ag^  (h'OH')„  +  {^O^i^l  A^^W  N0'3)n  +"H,0 
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oppure  : 


\0H'  H7 


,Na7  \0H'H7 


o  più  probabilmente: 


cr  H' 


\0H'Na7'' 


In  un  modo  identico  può  essere  rappresentata  la  reazione  tra  un 
colloide  ed  il  solfato  di  sodio,  d'ammonio,  di  calcio  o  di  magnesio: 


\0H'  H'/  \  Na',  / 


*  Na7° 


oppure  : 


OH'H' 
OH'H' 
OH'  H' 

OH'  h: 


+ 


SO, 

+, 
Na., 


^ — 
n  -< — s 


OH'  H' 

+, 

_  Na 

OH'  H' 


H„0 


o  più  probabilmente:  M, 


-  + 
OH'  Na' 

+ 

_  H' 
S0",+ 
*H' 

OH'  Na' 


Questi  composti  sono  poco  stabili;  anzi  la  loro  stabilità  è  stret- 
tissimamente legata  alla  concentrazione  salina  del  mezzo  dove  essi 
si  formano  ed  alla  temperatura,  seguendo  in  ciò  gli  idrosol,  quali 
composti  similiari  con  acqua. 

Da  ciò  deriva  che  variando  la  concentrazione  salina,  oppure  la 
temperatura,  si  possono  avere  combinazioni  più  elevate  o  meno  con 
proprietà  diverse,  quali  sono  necessaria  nella  vita  organica  in  deter- 
minati momenti  e  per  determinate  funzioni.  Ed  è  tale  talvolta  l'an- 
damento di  queste  reazioni  in  un  senso  o  nell'altro,  in  relazione  della 
concentrazione  salina,  che  il  sale  può  assumere  vera  funzione  dia- 
stasica,  ovvero  produrre  modificazioni  nel  colloide  all'  infinito  come 
avviene  nelle  reazioni  dette  per  contatto. 


165 


Un  esempio  lo  abbiamo  nel  comportamento  dell'ossidrato  di  piombo 
che  si  viene  formando  da  una  lamina  immersa  in  una  soluzione 
acquosa  di  nitrato  di  potassio  0.25  %.  Si  depone,  cioè,  su  di  essa 
una  patina  bianca,  che  va  aumentando  di  spessore  col  tempo,  senza 
che  nell'acqua  limpida  circostante  si  trovi  piombo,  rivelabile  coi 
reattivi  ordinari.  Le  seguenti  determinazioni,  difatti,  piovano  lumi- 
nosamente quanto  è  stato  detto  or  ora. 

Soluzione  di  nitrato  di  potassio  0.25%  cmc.  100 
Superficie  di  piombo  immersa  cm^.  33.04 


Durata 
della 
immersione 
in  ore 

Piombo 
corroso  in 
gm. 

Piombo  (!orro80 
in  1  ora 
gm. 

•24  ...  . 

0.0126 

0.00052 

48  .  .  .  . 

0.0531 

0.00110 

144  ...  . 

0.2693 

0.00187 

Ciò  si  spiega,  supponendo  ohe  il  nitrato  di  potassio  contragga  una 
combinazione  coU'ossido  idrato  non  appena  questo  si  forma  ed  as- 
sume Io  stato  colloidale.  La  micella  in  tal  modo  o  per  tale  combi- 
nazione perde  il  suo  movimento  vibratorio  ed  oscillatorio,  per  il 
quale  si  può  trasferire  da  un  punto  all'altro  della  massa  liquida,  e 
rimane  nel  posto,  ove  si  è  formata,  aderente  alle  altre  micelle  an- 
teriori. La  combinazione  colloidale  salina  non  può  rimanare  tale  per 
la  diminuita  concentrazione  del  mezzo,  per  cui  essa  subisce  una 
idrolisi  ;  il  sale  passa  nuovamente  in  soluzione  e  si  ripristina  lo  stato 
colloidale  nell'ossido  idrato.  Questo  stato  però  istantaneamente  si 
modifica  per  la  troppa  vicinanza  alla  quale  si  trovano  le  micelle  :  si 
formano  molecole  neutre  di  acqua  ed  il  colloide  coagula,  dando  lo 
idrogel,  come  è  stato  spiegato  altrove.  Il  nitrato  di  potassio,  passato 
nell'acqua,  può  nuovamente  agire  sull'ossido  idrato  che  si  vien  formando 
dal  piombo,  ripassare  nell'acqua  e  così  di  seguito  fino  all'infinito. 

La  successione  delle  reazioni  può  essere  espressa  colle  formole  se- 
guenti : 
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Oppure  più  verosimilmente: 


/  no;  H' \ 
loH'K-r 


p,/OH]    (OH'H'A      /'H'HoA  rOHxp,] 


H  HO 


Idrogel 


Pb 


OH  1 

\ohJm 


+  nH,0 


Abbiamo  detto  che  la  reazione  va  all'infinito  ;  però  dobbiamo  subito 
soggiungere  che  i  colloidi  combinandosi  con  forza  diversa  agli  joni 
di  un  sale,  non  cedono  più  per  idrolisi  l'intera  quantità  di  questo  ma 
trattengono  del  catione  o  dell'  anione  sempre  una  parte  con  grande 
tenacità.  Onde,  una  diminuzione  della  concentrazione  salina,  la  for- 
mazione di  un  ambiente  acido  od  alcalino,  il  disturbo,  l'affievolimento, 
od  il  rafforzamento  della  reazione,  a  seconda  delle  circostanze.  In  ogni 
modo,  la  reazione  piglir.  un  andamento  un  po'  diverso  da  quello  in- 
dicato dalle  formule  ed  i  risultati  devono  anche  essere,  per  necessità, 
non  più  in  accordo  colle  previsioni. 

Il  coagulo  che  si  è  deposto  sulla  lamina  di  piombo  come  una  pa- 
tina gelatinosa,  col  tempo  si  disidrata  ancora  e  dà  cristalli  foliacei 
abbondanti  in  superficie  e  cristalli  a  più  dimensioni  piuttosto  scarsi. 

Che  in  realtà  le  combinazioni  colloidali  saline  si  comportino,  nel 
modo  or  ora  detto,  per  rispetto  al  grado  di  dissociazione  e  di  idro- 
lizzazione  diversa  dei  due  joni  combinati  e  per  rispetto  alla  forma- 
zione di  un  ambiente  acido  od  alcalino,  lo  desumiamo  dai  fatti  non 
pochi  esistenti  nella  letteratura,  tra  cui  notevoli  quelli  osservati  da 
van  Bemmelen.  Questi  dice:  (1)  «gli  idrogel  sono  spesso  in  istato  di 
assorbire  basi  od  acidi  dalle  soluzioni 'saline,  rendendo  liberi  a  sua 
volta  acidi  o  basi,  percui  avviene  una  parziale  decomposizione  chi- 
mica... Il  biossido  rosso  colloidale  di  manganese  decompone  i  sali 
più  stabili  in  soluzione  acquosa,  quali  il  KCl,  KNO^,  K2SO4,  assor- 


(1)  W.°  OsTWALD.  Die  Adsorption,  p.  93  e  94. 
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bendo,  oltre  al  sale  in  molecole  intere,  una  parte,  quando  anche  pic- 
cola, di  base  e  mettendo  in  libertà  una  equivalente  quantità  di 
acido  P. 

Tommasi  (1)  ha  anche  osservato  che  l'idrogel  bleu  dell'ossido  di 
rame,  trattato  con  soluzione  di  NaCl,  KCl,  KBr,  Na2S04,  assorbe  una 
certa  quantità  degli  acidi  (a  4"),  percui  la  soluzione  diviene  alcalina 
e  l'idrogel  piglia  una  colorazione  verde. 

Lo  stesso  fatto  è  stato  osservato  da  Spring  e  Lucion,  i  quali  ne 
hanno  data  anche  la  spiegazione,  supponendo  che  si  formi  un  sale 
basico  e  che  si  abbia  una  riduzione. 

3  Cu  O  -i-  2  K  Br  =  2  Cu  B  r.  Cu  O  +  2  K  + 
2  K  +  2  O  +  H,0  =  -2  K  O  H  +  O 

Però,  sempre  secondo  Spring  e  Lucion,  la  reazione  sarebbe  ancora 
più  complicata,  poiché  l'ossigeno  non  si  dovrebbe  sviluppare  nel  modo 
indicato  dalla  seconda  formula,  ma  dall'acqua  ossigenata,  nel  modo 
forse  da  me  indicato  per  azione  del  colloide. 

Il  perossido  rosso  di  manganese  allo  stato  colloidale  decompone 
nell'istesso  modo  il  KCl,  KNO3,  K2SO4;  però  molto  più  debolmente 
dell'ossido  di  rame  (2). 

Ciò  non  infirma  affatto  l'essenza  della  reazione;  indica  solo  che 
tra  colloide  e  colloide  vi  sono  differenze  di  proprietà,  derivanti,  come 
è  stato  già  detto,  dalla  diversità  della  materia.  Ovvero  derivanti  dalla 
facilità  maggiore  o  minore  colla  quale  i  colloidi  lasciano  sostituire  gli 
joni  dell'acqua  cogli  joni  dei  sali;  facilità,  che,  a  sua  volta,  dipende 
dalla  quantità  di  acqua  colla  quale  è  combinato  il  colloide,  poiché,  se- 
condo van  Bemmelen,  «  quei  colloidi  che  assorbono  poca  acqua  as- 
sorbono anche  pochi  sali  »  (3). 

Un'altra  reazione,  che  assomiglia  alle  precedenti,  è  quella  studiata 
da  Linder  e  Picton  (4),  i  quali,  facendo  coagulare  il  solfuro  di  ar- 
senico colloidale  con  cloruro  di  bario,  poterono  accertare  che  una 
porzione  del  bario  rimaneva  costantemente  nel  coagulo,  mentre  pas- 
sava nel  liquido  una  equivalente  quantità  di  acido  cloridrico.  E  po- 
terono accertare  altresì  che  il  bario  assorbito  dal  coagulo  e  che  non 
si  eliminava  per  lavaggio  con  acqua,  si  sostituiva,  in  modo  relativa- 
mente facile,  con  un  catione  equivalente  di  altro  sale. 


(1)  Compt.  rend.,  92,  453,  1875. 

(2)  W.°  Otswald.  Die  Adsorjìfion,  p.  18ti. 

(3)  Id.  Id.  p.  35. 

(4)  Journ.  chem.  Soc,  67,  p.  68,  1895. 
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Infine,  l'albumina  d'uovo,  che  sposta  nel  vuoto  l'acido  carbonico 
dal  carbonato  neutro  di  sodio  o  di  calcio,  agisce,  non  già  per  il  suo 
carattere  acido,  ma  come  sostanza  colloidale  e  come  tali  agiscono  anche 
le  cellule  renali  quando  in  certe  circostanze  (1),  assorbendo  i  sali 
neutri  dal  sangue,  trattengono  di  questi  gli  alcali,  che  poi  spingono 
nuovamente  nel  sangue,  per  ristabilire  la  neutralità  alterata,  e  riget 
tano  nell'urina  i  sali  acidi. 

Del  resto,  della  liberazione  di  acido  dai  sali  che  vengono  in  con- 
tatto di  sostanze  colloidali  organiche  in  esseri  viventi  od  in  cellule 
vive  abbiamo  dato  io  e  la  signora  Mengarini  una  prova  di  non  pic- 
colo interesse  e  che  potremo  chiamare  anche  biochimica  (2). 

Si  sapeva  già  che  il  cloruro  di  sodio,  in  soluzione  isotonica,  agiva 
nocevolmente  sui  corpuscoli  rossi  del  sangue  e,  in  soluzioni  di  diversa 
concentrazione,  sulle  uova  di  Fundulm.  Si  sapeva  anche  che  questa 
nocuità,  poteva  essere  annullata,  almeno  per  ciò  che  riguarda  le 
uova  di  Fundulus,  unendo  al  cloruro  di  sodio  una  quantità  più  o 
meno  grande  di  un  sale  con  catione  bivalente  o  trivalente;  onde  la 
conclusione  che  a  questi  cationi  fosse  esclusivamente  dovuta  la  pro- 
prietà di  rendere  innocuo  il  cloruro  di  sodio. 

Però  a  me  ed  alla  signora  Mengarini  (3)  è  stato  possibile  di  rendere  le 
soluzioni  isotoniche  di  cloruro  di  sodio  completamente  innocue  per  i 
corpuscoli  rossi  del  sangue  e  per  le  opaline,  preparando  le  soluzioni, 
invece  che  con  acqua  distillata,  con  acqua  potabile  contenente  car- 
bonati, oppure  aggiungendo  alle  soluzioni  in  acqua  distillata  picco- 
lissime quantità  di  carbonato  di  sodio  o  di  potassio.  Ci  è  stato  anche 
possibile  di  dimostrare  nelle  opaline,  immerse  nelle  soluzioni  isoto- 
niche di  cloruro  di  sodio,  la  formazione  di  acido  libero  mediante  la 
colorazione  in  vita  della  massa  protopl asmatica  con  violetto  di  metile. 
Il  quale  appariva  nettamente  bleu  nelle  soluzioni  di  cloruro  di  sodio 
solo  e  violetto  nelle  soluzioni  contenenti  carbonati,  siano  essi  alca- 
lini od  alcalino  terrosi. 

Inoltre,  io  ho  dimostrato  (4)  che  nella  reazione  tra  il  solfato  di 
rame  e  l'albumina  d'uovo,  per  la  quale  si  forma  un  composto  inso- 
lubile fortemente  colorato  in  verde,  si  ha  liberazione  di  acido  solfo- 
rico. Perchè,  tanto  nel  liquido  separatosi  spontaneamente  dal  preci- 
pitato, quanto  nel  precipitato  stesso,  la  quantità  del  rame  non  era 


(1)  Bunge.  Chim.  fisici,  e  patol.;  Trad.  Alhertoni,  p.  298,  '1^  ediz. 

(2)  Archivio  di  fisiologia,  4,  605,  1907,  Biochem.  Zeitschr.  Bd.  17-1909. 

(3)  Archivio  di  fisiologia,  voi.  3«,  1906,  p.  572;  voi.  4°,  1907,  605. 

(4)  Rendic.  Accad.  Lincei,  18  serie  5*,  p.  551. 
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affatto  corrispondente  alla  quantità  di  SO4  per  formare  il  SO4CU,  ma 
inferiore  nel  secondo  e  superiore  nel  primo. 

La  stessa  cosa,  del  resto,  si  ha  quando  si  precipita  l'estratto  del- 
l'abomaso di  abbacchi  contenente  la  diastasi  presamica,  con  solu' 
zione  di  cloruro  mercurico.  Si  forma  un  precipitato  in  un  liquido 
fortemente  acido,  da  cui  si  separa  il  resto  del  presame,  neutralizzando 
l'acidità  con  un  alcali  qualsiasi. 

Il  precipitato,  prolungatamente  lavato  con  acqua  distillata,  per 
decantazione,  contiene  la  diastasi  presamica  ed  insieme  mercurio  e 
cloro  in  proporzione  tale  da  non  formare  esattamente  il  composto 
HgCl2,  ma  il  mercurio  in  grande  eccesso  sul  cloro  (I). 


Cloro 

Mercurio 

% 

Hg  corri- 
spondente al 

CI  per  fare 
il  composto 

HgCl,  % 

Differenza 
in  più 
del  merc'irio 

% 

1.19 

2C.09 

3.35 

22.64 

4.00 

19.72 

11.27 

8.4.5 

1.32 

23.83 

3.72 

20.11 

0.66 

20.92 

1.S6 

19.06 

E  potrei  così  aumentare  il  numero  dei  fatti  nei  quali  tra  collaidi 
e  sali  si  hanno  reazioni  che  decorrono  in  un  modo  analogo  a  quelle 
dianzi  riferite.  Però  preferisco  dì  tentare  una  spiegazione  di  queste 
reazioni,  tenendo  conto  dello  stato  colloidale  delle  sostanze  su  cui  rea- 
giscono ì  sali. 

Nelle  pubblicazioni  or  ora  citate  e  fatte  in  collaborazione  colla 
signora  Mengarini,  è  stato  supposto  che  la  sede  delle  reazioni  anzi- 
dette tra  materie  proteiche  e  sali  neutri  fossero  gli  aminogruppi  la- 
terali; perchè  principale  caratteristica  dei  composti  che  pigliavano 
origine  era  la  facilità  colla  quale  si  decomponevano  o  si  ionizzavano, 
diversamente  dai  composti  di  sostituzione  nucleari.  E  la  reazione  fu 
rappresentata  colla  formula  seguente  : 

p  -  NH,      C,'    ^  ^  p  -  NH.  HCl 
^   —  NH,  +  +      ^  —  NHNa 


(1)  Scala  Alberto.  Sulla  probabile  costitiisioiie  della  diastasi  presamica. 
Le  stazioni  sperimentali  agrarie  italiane  1903,  36,  919. 
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!a  quale  dava  ragione  dei  fatti  osservati  e  riferiti:  perchè  il  sodio- 
acido -proteide  formatosi  avrebbe  potuto  con  facilità  liberare  acido, 
per  idrolisi,  come  indica  la  formola  seguente: 

.,  -  NH,  CI       „  p  NH„OH   ,   „  p, 

1    —  NH  Na  +  "   i    NH  Na  +  H  CI 


Il  quale  acido,  a  sua  volta,  avrebbe  potuto  staccare  il  sodio  e 
formare  nuovamente  cloruro  di  sodio,  quando  non  si  fosse  combi- 
nato ad  altre  sostanze  o  quando  il  sodio  non  fosse  legato  alla  mo- 
lecola proteica  con  affinità  maggiore  di  quella  pei"  la  quale  è  com- 
binato al  cloro. 

Quindi,  i!  cloro  ed  il  sodio  nella  combinazione  proteica  sarebbero 
indipendenti  l'uno  dall'altro  e  non  già  adesi  alla  micella  come  cloruro 
di  sodio;  cosicché  la  loro  eliminazione  per  lavaggio  avrebbe  anche 
dovuto  avvenire,  secondo  il  grado  di  dissociazione  di  ciascun  gruppo. 
Difatti,  il  composto  rame-proteico,  lavato  prolungatamente,  contiene 
molto  meno  acido  solforico,  per  rispetto  al  rame,  di  quello  neces- 
sario per  formare  il  composto  SO4CU,  come  pure  si  ha  per  il  com- 
posto presame-mercurio  e  come  deve  anche  essere  per  il  composto 
del  cloruro  di  sodio  colle  sostanze  proteiche.  Vi  è,  cioè,  la  tendenza 
a  passare  dai  metallo-acido-proteidi  ai  metallo-proteidi  od  alla  forma 
di  combinazione  più  stabile  e  talvolta  meno,  talvolta  più  confacente 
alle  funzioni  protoplasmatiche  e  conseguentemente  alla  vita. 

Questo  modo  di  interpretazione  dei  fatti  offre  un  grado  di  pro- 
babilità molto  elevato,  fino  a  che  si  rimanga  nel  gruppo  delle  ma- 
terie proteiche,  nelle  molecole  delle  quali  devono  sicuramente  esi- 
stere aminogruppi  laterali,  e  fino  a  che  si  faccia  astrazione  dello 
stato  colloidale  delle  materie  proteiche  stesse.  Ma,  poiché  la  stessa 
reazione  si  ha  coi  colloidi  minerali,  in  cui  non  è  supponibile  la  esi- 
stenza di  aminogruppi  laterali  e  poiché  i  composti  che  ne  derivano 
mostrano  le  stesse  proprietà  di  quelli  coi  proteici,  acquistiamo  il 
convincimento  che  la  reazione  sia  molto  più  generale  e  che  sia  stret- 
tamente legata  allo  stato  colloidale. 

È  da  vedere  se  dessa  reazione,  che,  come  abbiamo  visto,  ha  un 
comportamento  simile  con  sostanze  colloidali  diverse,  si  possa  accor- 
dare colla  nuova  concezione  e  spiegarla  egualmente  bene. 

Nella  supposizione  sempre  ohe  lo  stato  colloidale  non  sia  altro  che 
una  combinazione  delle  micelle  con  acqua  ionizzata,  si  deve  credere 
che  le  combinazioni  saline,  tanto  facilmente  scindibili,  abbiano  loro 
sede  precisamente  nello  strato  di  acqua  combinato  alla  micella  e  gli 
joni  dell'acqua  funzionino  come   gli   aminogruppi  funzionerebbero 
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nelle  materie  proteiche.  Proprio  come  è  stato  già  detto  ed  espresso 
in  formule  alla  pagina  163  e  seguenti,  ove  è  stato  anche  detto  e  qui 
giova  ripetere  che  le  combinazioni  colloidali  saline  non  sono  altro 
che  una  continuazione  dello  stato  colloidale  o  meglio  un  prodotto  di 
sostituzione  degli  joni  dei  sali  agli  joni  dell'acqua;  sostituzione  che  si 
risolve  poi  in  una  deacquificazione  del  colloide. 

La  formazione  dell'ambiente  acido  o  meglio  la  formazione  di  acido 
libero  nelle  reazioni  tra  colloidi  e  sali  si  spiega  egualmente  bene  che 
nel  caso  della  esistenza  nella  micella  di  aminogruppi  laterali.  Perchè 
l'anione  ed  il  catione  del  sale,  combinati  al  colloide,  sono  indipen- 
denti l'uno  dall'altro  e  si  separano  dal  colloide  in  modo  indipendente 
e  ciascuno  a  seconda  del  proprio  grado  di  dissociazione  e  di  idro- 
lizzazione.  Per  cui  nei  prodotti  della  idrolisi  potrà  predominare  l'acido 
o  la  base,  a  seconda  della  costituzione  del  colloide  o  della  proprietà 
della  materia  a  formare  idrati-idruri  oppure  idruri-idrati. 

È  prevedibile  che  nell'andamento  della  reazione  idrolitica  abbiano 
grande  influenza  la  concentrazione  salina  e  la  temperatura,  perchè,  come 
già  ha  notato  van  Bemmelen,  si  formano  degli  equilibri,  i  quali  certo 
sono  funzione  dell'una  e  dell'altra  condizione  già  detta.  Perciò  la  reazione 
deve  essere  rappresentata  nel  modo  indicato  dalle  formule  seguenti; 


+ 

CI' 

H' 

OH'Na 

OH' 

+ 

Cu' 

OH' 

+ 

so" 

H' 
+ 

H' 

+  2  H,0 


+  2  n  H3O  M 


M 


OH'  H 

+ 

OH'Nii' 


OH'  + 
-  Cu" 
OH' 

OH'  H' 
OH'  H' 


+  H  CI 


SO.H,, 


Le  quali  mostrano  la  possibilità  che  gli  acidi  liberati,  ad  una 
certa  concentrazione,  possano  staccare  i  cationi  dalla  combinazione 
colloidale,  riproducendo  nuovamente  il  sale  che  ha  reagito  in  origine 
sul  colloide  e  mostrano  la  possibilità  che  dalla  combinazione  si  possa 
staccare  una  parte  ad  anche  tutto  l'anione  del  sale  combinato,  poiché 
i  colloidi  legano,  con  una  certa  affinità,  anche  gli  acidi  liberi.  Onde 
ia  previsione  che  nelle  combinazioni  colloidali  caline  insolubili  si 
possa  arrivare,  per  lavaggio  prolungato,  ad  una  forma  contenente 
solo  il  catione  in  quantità,  presso  a  poco  costante,  quantunque  nei 
composti  di  partenza,  diversissima  sia  la  quantità  del  sale  combinato  (1). 


(1)  Vedi  Rendiconti  Accad.  Lincei,  11^,  serie  5^,  p.  556. 
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Dunque;  le  reazioni  saline,  di  cui  abbiamo  or  ora  parlato,  sono 
vere  reazioni  colloidali,  perchè  per  esse  gli  joni  dell'acqua  combinata 
alle  micelle  sono  sostituiti  dagli  joni  dei  sali  che  sulle  stesse  micelle 
reagiscono  e  perchè  tanto  l'anione  quanto  il  catione  dei  sali  combi- 
nati si  dissociano  e  si  idrolizzano  in  grado  diverso;  per  cui  nei  com- 
posti colloidali  la  quantità  dell'anione  e  del  catione  non  è  mai  tale 
da  formare  con  precisione  il  sale  neutro  da  cui  si  era  partiti. 

Conseguenza  di  queste  reazioni  è  il  cambiamento  notevolissimo  delle 
proprietà  della  materia  allo  stato  colloidale  ;  cambiamento  che  apparisce 
evidente  coi  colloidi  organici  animali  e  vegetali.  Così  la  legumiaa  e 
la  maggior  parte  delle  globuline  si  sciolgono  nell'acqua,  contenente 
sai  comune,  o  cloruro  d'ammonio  nella  quantità  oscillante  intorno 
al  5  %  ;  si  riprecipitano  da  queste  soluzioni  per  aggiunta  di  quantità 
piuttosto  forti  degli  stessi  sali.  Alcuni"  sostanze  proteiche  coagulano 
a  60°  per  aggiunta  di  cloruro  di  bario  (1);  la  caseina  coagula  per 
azione  del  cloruro  di  calcio  ;  il  sapone  coagula  per  azione  di  piccole 
quantità  di  sali  terrosi,  e  quasi  tutte  le  materie  proteiche  i;i  rendono 
insolubili  per  saturazione  delle  soluzioni  con  solfato  d'ammonio  od 
altro  sale  alcalino  e  con  i  sali  dei  metalli  ^pesanti. 

Da  ciò  si  deduce  che  cambiamenti  di  proprietà  devono  sempre 
avvenire  nei  colloidi,  nel  senso  di  una  maggiore  o  minore  solubilità, 
ogni  volta  che  con  essi  si  combinino  anche  piccole  quantità  di  sali 
neutri.  Onde  la  necessità  assoluta  dei  sali  minerali  in  tutte  le  parti 
degli  organismi  viventi,  ove  esistono  colloidi,  sia  per  eccitare,  sia 
per  accelerare,  sia  per  moderare  le  reazioni  che  si  devono  compiere 
e  che  nell'  insieme  costituiscono  gli  atti  vitali  ed  anche  la  vita.  E  la 
necessità  comprende  non  solo  la  presenza  di  sali  minerali,  ma  la 
mescolanza  di  quelli  che  tendono  a  solubilizzare  e  di  quelli  che  ten- 
dono a  coagulare  od  a  coartare  i  colloidi  e  la  giusta  proporzione 
e  sproporzione  dell' un  gruppo  sull'altro,  richieste  in  determinati  mo- 
menti ed  in  determinate  contingenze. 

Tutto  ciò  non  è  possibile  se  non  si  ammetta  che  molte  combina- 
zioni colloidali,  qualunque  e.sse  siano,  abbiano  per  principale  carat- 
teristica la  facilità  a  decomporsi  ed  a  ripristinarsi;  per  cui  talvolta 
certe  sostanze,  che  mancano  o  che  sono  richieste  in  una  determinata 
parte  dell'organismo,  vi  arrivano  colla  celerità,  direi  quasi,  della  cor- 
rente elettrica,  attraverso  cotesto  meccanismo,  che  si  potrebbe  pure 
chiamare  degli  equilibri  colloidali. 

Questa  caratteristica  è  propria  delle  combinazioni  idrocolloidali  e 


(1)  Annali  di  Igiene,  1910,  pag.  509. 
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delle  combinazioni  colloidali  idrosaline  ;  per  la  qual  cosa,  la  ipotesi 
sullo  stato  colloidale,  da  me  dianzi  riferita,  acquista  un  grado  di  vero- 
simiglianza ancora  più  grande,  potendo  con  essa  dar  conto  di  molti 
fatti  naturali,  piuttosto  oscuri,  quali  la  traslocazione  di  alcune  so- 
stanze che  compongono  gli  esseri  viventi. 

Ma  le  reazioni  colloidali  hanno  anche  e  spesso  una  grande  speci- 
ficità, da  servire,  nell'  analisi  ordinaria,  quale  mezzo  di  riconosci- 
mento, di  separazione  e  di  determinazione.  Quindi  esse  non  soltanto 
dipendono  dalla  concentrazione  e  dalla  temperatura,  ma  dalle  pro- 
prietà sopratutto  dei  composti  che  si  formano,  in  relazione  anche 
della  alcalinità  o  della  acidità  che  acquista  l'ambiente,  per  lo  svol- 
gersi delle  reazioni  anzidette  o,  più  generalmente,  in  relazione  delle 
modificazioni  dell'ambiente. 

Onde,  la  non  reversibilità  di  alcune  reazioni  può  essere  interpre- 
tata talvolta  come  un  vero  equilibrio  che  non  si  può  spostare,  tal- 
volta come  una  deviazione  od  anche  come  una  modalità  della  rea- 
zione stessa.  E  tra  queste  ultime  certamente  si  dovranno  trovare 
quelle  reazioni  che  poi  determinano  negli  organismi  viventi  certi  stati 
patologici,  ancora  non  bene  chiariti  o  male  interpretati,  tra  cui  la 
diatesi  urica. 

Un'altra  reazione  colloidale  è  quella  per  cui  idrosoli  diver  i,  ve 
nendo  in  contatto  tra  loro,  si  precipitano  vicendevolmente,  oppure 
si  neutralizzano  soltanto,  senza  dare  composti  che  si  separano  e 
depositano. 

È  stato  dimostrato  che  queste  reazioni  avvengono  perchè  gli 
idrocolloidi  che  reagiscono  hanno  segno  elettrico  contrario,  come 
reagiscono  e  si  combinano  due  joni  di  segno  diverso. 

E  già  molti  anni  addietro  (1),  studiando  le  proprietà  ed  il  com- 
portamento di  soluzioni  di  materie  coloranti  turchine  e  violette,  io 
potei  osservare  che,  in  molti  casi,  mescolando  due  soluzioni  diverse, 
si  aveva  la  precipitazione  reciproca  delle  materie  coloranti  in  solu- 
zione. Ciò  che  allora  chiamai  «  incompatibilità  »,  traendone  la  con- 
clusione, nei  riguardi  analitici,  che  non  fosse  possibile  la  mescolanza 
arbitraria  ed  indefinita  di  materie  coloranti  per  numero  e  per 
qualità. 

Oggi  però  la  «  incompatibilità  »  si  risolve  in  una  vera  combina- 
zione colloidale,  poiché  è  stato  osservato  che  le  materie  coloranti. 


(1)  Annali  dell'Istituto  d'Igiene  della  E.  TJniversitk  di  Koma,  Voi.  IV 
(JTuova  serie)  1894,  p.  226. 
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se  non  tutte,  in  gran  parte,  si  sciolgono  nell'acqua  nella  forma  col- 
loidale. E  questa  combinazione  o  reazione  è  una  delle  tante  somi- 
gliantissime che  avvengono  tra  materie  proteiche  in  vitro  e  che 
devono  pure  avvenire  continuamente  ed  incessantemente  negli  orga- 
nismi viventi  così  semplicemente  o  per  l' intermezzo  dei  sali  minerali. 

E  di  questa  specie  devono  essere  le  reazioni  per  le  quali  gli  orga- 
nismi acquistano  immunità.  Si  neutralizzano,  cioè,  senza  danneg- 
giarne la  funzionalità,  certi  gruppi  di  materie  proteiche,  sottraendole 
alle  combinazioni  dannose  con  prodotti  di  origine  morbosa.  E  la  im- 
munità può  essere  durevole  o  passeggera,  a  seconda  che  le  combi- 
nazioni colloidali  siano  stabilissime  o  non  idrolizzabili;  meno  stabili 
o  lentamente  idrolizzabili. 

Di  questa  specie  ancora  devono  essere  le  reazioni  per  le  quali  si  disin- 
tossicano gli  organismi  viventi,  mediante  sieri  antitossici;  poiché  di 
natura  proteica  sono  i  veleni  batterici  e  di  natura  proteica  gli  anti- 
veleni; gli  uni  e  gli  altri  in  soluzione  colloidale. 

E  potrei  addentrarmi  in  coteste  complicatissime  questioni  sicuro 
che  nulla  perderebbe  la  tesi  cne  io  sostengo  e  nulla  di  sostanziale 
perderebbe  contemporaneamente  la  teoria  di  Ehrlich,  come  nulla  ha 
perduto  per  le  interpretazioni  fisico-chimiche  tentate  da  Landsteiner 
e  dai  suoi  collaboratori. 

Però  preferisco  di  non  dilungarmi  in  un  argomento  che  richiede 
una  trattazione  specialissima  e  non  breve,  tenendo  sempre  presente 
la  finalità  di  questo  scritto  :  quella,  cioè,  di  dare  una  spiegazione 
chimica  di  tutti  i  gruppi  di  reazioni  che  ho  chiamato  colloidali. 

E,  tenendo  sempre  ferma  la  supposizione  che  lo  stato  colloidale  sia 
una  combinazione  della  materia  coli'  acqua  jonizzata,  gli  idrosoli 
organici  potranno  essere  rappresentati  nel  modo  stesso  che  è  stato 
fatto  per  quelli  minerali.  Ovvero  saranno  anch'  essi  degli  idrati- 
idruri  o  degli  idruri-idrati: 

Pm  (OH'  H')^  (H'  0H% 

Le  quali  forme  rendono  conto,  oltreché  della  conducibilità  elet- 
trica, della  cataforesi,  della  decomposizione  dell'acqua  ossigenata, 
delle  reazioni  saUne,  anche  delle  reazioni  tra  colloidi  e  colloidi  di 
natura  diversa. 

Queste  ultime  reazioni  differiscono  un  pochino  da  quella  indicata 
come  coagulazione  spontanea,  perchè  non  si  uniscono  micelle  della 
stessa  materia  con  segno  elettrico  eguale,  ma  micelle  di  materie 
diverse  con  segno  elettrico  diverso-  Ovvero  si  uniscono  due  micelle. 
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di  cui  una  deve  essere  un  idrato-idruro,  l'altra  un  idruro-idrato, 
come  indica  la  formula  qui  sotto  trascritta  : 

Pm  K  h')„  +  „('0H  'è)R^         F,,  (oli'  W  01i'H\^B,, 

Il  nuovo  composto  può  rimanere  allo  stato  disperso,  nel  caso  che 
esso  conservi  tutta  l'acqua  che  era  combinata  alle  due  micelle  prima 
di  reagire;  può  floculare  e  separarsi,  nel  caso  che  in  esso  una  micella 
si  stringa  ancora  più  all'altra  per  eliminazione  di  acqua  e  più  mi- 
celle  in  seguito  si  uniscano  tra  loro  e  si  addensino. 

Il  composto,  '  Che  ha  subito  una  prima  condensazione  soltanto, 
può  ritornare  allo  stato  disperso,  per  reversione,  quando  natural- 
mente cambino  le  condizioni  dell'ambiente  o  che  si  sposti  il  punto 
di  equilibrio. 

P,,  (OH'  'HÌ  U..  +  (H.0)  P„  (OH'  H'  'OH  'H)„  [L, 

Colia  reversione  si  spiega  il  comportamento  delle  materie  colo- 
ranti sulle  fibre  tessili  vegetali  ed  animali,  che  di  rado  si  colorano 
solidamente.  Per  la  qual  cosa  è  necessario  di  ricorrere  all'ajuto  di 
sostanze  tanniche,  di  sali  di  metalli  pesanti,  affinchè  la  reazione  col- 
loidale sia  completa  e  non  più  reversibile.  I  sali  minerali  o  le  altre 
sostanze  agiscono  da  intermediari  come  i  primi  agiscono  nelle  coagu- 
lazioni, di  cui  abbiamo  già  parlato  e  come  nelle  reazioni  diastasiche, 
di  cui  parleremo  in  seguito. 

La  stabilizzazione  dei  colloidi,  facili  a  floculare  ed  a  .separarsi, 
per  mezzo  di  colloidi  animali  o  vegetali,  è  anche  una  reazione  col- 
loidale. E  si  spiega  colla  supposizione  che  le  micelle,  facili  a  disidra- 
tarsi, ad  aggregarsi  ed  a  floculare  spontaneamente,  si  combinino  colle 
micelle  di  colloidi  non  facili  a  floculare  spontaneamente,  le  quali 
rendono  impossibili  i  contatti  e  quindi  la  disidratazione  e  l'aggrega- 
zione. Oppure  si  può  supporre  che  le  nuove  combinazioni  micellari 
abbiano  sopratutto  la  proprietà  di  non  aggregarsi  e  di  non  separarsi 
tanto  facilmente  dall'acqua  ove  si  trovano  in  soluzione. 

Questa  mia  supposizione  è  in  accordo,  in  certo  modo,  con  quella 
di  Beokhold  (1),  per  la  quale  il  colloide  proteggente  si  deve  disten- 
dere, in  determinate  circostanze,  su  tutte  ie  micelle  formandovi  una 
specie  di  vernice  sottilissima.  Ed  è  per  questa  vernice  che  le  micelle 
si  comportano  come  se  fossero  esclusivamente  formate  della  sostanza 
protettiva,  di  cui  assumono  le  proprietà. 


(1)  Z.  phys.  Chem.,  48,  385,  1904. 
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La  tensione  superficiale  è  la  base  scientifica  di  questa  supposi- 
zione, poiché,  secondo  i  risultati  delle  esperienze  di  Quinckes  (1),  la 
distensione  del  colloide  proteggente  avviene  quando  la  somma  delle 
tensioni  superficiali  positive  fra  le  micelle  del  colloide  da  proteggere 
e  protettive  ed  il  mezzo  di  dispersione  sia  maggiore  della  tensione 
superficiale  tra  le  micelle  delle  due  sostanze  disperse.  Quindi,  più  che 
una  reazione  colloidale,  è  questo  fatto  il  risultato  dell'azione  di  forze 
fisiche  diverse,  tra  cui  predominante  la  tensione  superficiale. 

Non  è  il  momento  questo  di  discutere  e  di  decidere  se  le  mag- 
giori probabilità  stiano  per  le  reazioni  chinìiche-colloidali,  oppure 
per  le  azioni  fisiche  ;  io  espongo  una  ipotesi,  che  fino  a  questo  punto, 
mi  sembra  che  abbia  reso  conto,  in  modo  soddisfacente,  di  molti 
fatti  inesplicati  od  oscuri  e  su  di  essa  insisto  per  tentare  la  spiega- 
zione di  altri  fatti  non  meno  difficili  ed  oscuri. 

Reazioni  diastasiche  od  enzimatiche. 

Sulle  diastasi  o  sugli  enzimi  si  è  molto  e  lungamente  sperimentato,  sia 
per  conoscere  la  natura,  sia  il  modo  di  agire,  talvolta  veramente  straordi- 
nario, di  questi.  I  risultati  di  tante  esperienze  e  di  tanti  studi,  non 
sono  stati  conformi  ai  fini  proposti;  però  hanno  sparsa  una  luce 
singolare  sulle  proprietà  delle  diverse  diastasi  e  sulle  condizioni  della 
loio  azione.  Per  cui,  esaminando  queste  proprietà  e  facendo  anche 
dei  confronti,  sorge  il  convincimento  che  le  diastasi  siano  delle  so- 
stanze colloidali  e  le  loro  azioni  non  altro  che  reazioni  colloidali  da 
doversi  veramente  mettere  insieme  con  quelle  di  cui  è  stato  già  par- 
lato, e  che  qui  si  separano  per  opportunità  solamente. 

Difatti,  le  diastasi,  meno  forse  la  betulasi,  scompongono  l'acqua 
ossigenata;  hanno,  in  soluzione  acquosa,  un  optimum  d'azione  verso 
50°  e  si  decompongono  al  disopra  di  70°,  eccezione  fatta  per  la  dia- 
stasi coagulante  del  bacillo  prodigioso;  resistono,  allo  stato  secco, 
ad  una  temperatura  di  120°- 160";  sono  poco  o  pochissimo  dializza- 
bili;  precipitano  dalle  soluzioni  acquose  per  aggiunta  di  alcool,  il 
quale  però  le  altera  per  un  prolungato  contatto;  si  separano,  trasci- 
nate dai  precipitati  nascenti,  dall'acqua  ove  sono  disciolte,  oppure 
per  saturazione  delle  soluzioni  acquose  con  cloruro  di  sodio,  solfato 
d'ammonio  od  altri  sali  neutri;  in  soluzione  nell'acqua  si  ossidano 
per  l'ossigeno  dell'aria  col  concorso  della  luce,  perdendo  le  loro  pro- 
prietà caratteristiche. 


(1)  Ann.  Phys.  (8)  35,  580,  1888. 
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Altre  due  proprietà,  su  cui  mi  sembra  che  non  siasi  mai  abba- 
stanza insistito  e  che  appoggiano  fortemente  l'ipotesi  da  me  soste- 
nuta sulla  costituzione  colloidale,  sono  quelle  per  cui  le  diastasi  o 
gli  enzimi  agiscono  idratando  o  disidratando  certe  sostanze  con  ef- 
fetti di  soluzione  o  di  coagulazione.  Queste  due  proprietà  potrebbero 
servire  per  una  nuova  classificazione  delle  diastasi  stesse,  nella  quale 
potrebbero  essere  comprese  tutte,  eccettuate  forse  le  ossidasi,  con 
guadagno  della  semplicità  e  della  fondatezza  scientifica. 

Detto  ciò,  vediamo  se  vi  ha  relazione  tra  le  trasformazioni  delle 
sostanze  su  cui  agiscono  utilmente  le  diastasi  e  la  natura  chimica 
e  la  costituzione  di  queste. 

Che  le  trasformazioni  diastasiche  od  enzimatiche  siano  delle  rea- 
zioni legate  strettamente  allo  stato  colloidale  delle  sostanze  attive, 
mi  pare  che  non  si  possa  mettere  in  dubbio,  per  ciò  che  è  stato 
detto  or  ora;  e  mi  pare  non  dubbio  ancora  che  l'azione  diastasica 
consista  sopratutto  nello  introdurre  o  nell'  eliminare  una  o  più  mo- 
lecole d'acqua  nella  o  dalla  sostanza  da  decomporre  o  da  trasformare. 

Onde,  le  diastasi  devono  in  genere  disporre  di  molecole  attivis- 
sime di  acqua,  se  si  trovano  in  condizioni  di  attaccare  sostanze 
molto  stabili  e  spezzare  molecole  con  una  resistenza  non  piccola; 
oppure  devono  avere  tali  proprietà  da  produrre  una  degradazione 
dello  stato  colloidale  nelle  sostanze  passive,  ovvero  una  disidrata- 
zione, una  condensazione,  oppure  anche  una  coagulazione. 

Tutto  ciò  si  accorda  pienamente  colla  ipotesi  da  me  esposta  sullo 
stato  colloidale  ;  perchè  le  diastasi,  come  colloidi,  devono  esser  formate 
di  micelle  combinate  ad  un  numero  non  determinato  di  molecole  di 
acqua  jonizzate,  attivissime,  e  perchè  le  diastasi  possono  contrarre 
combinazioni  colle  sostanze  colloidali  da  trasformare,  le  quali  combi- 
nazioni, scindendosi  in  seguito,  danno  il  fenomeno,  tanto  discusso,  della 
solubilizzazione,  della  coagulazione  o  della  degradazione  colloidale. 

Però  si  può  obbiettare  che  le  materie  colloidali,  essendo  tutte 
costituite  nello  stesso  modo  ed  avendo  tutte  molecole  di  acqua  atti- 
vissime e  capacità  a  combinarsi  con  altre  materie  colloidali,  tutte 
potrebbero  egualmente  idratare  e  coagulare,  senza  quella  specificità 
nota  e  caratteristica.  Qui  entra  in  considerazione  la  natura  chimica 
della  sostanza  di/enuta  colloidale,  che  imprime  caratteristiche  e  pro- 
prietà diverse  al  colloide  stesso;  por  cui,  per  ottenere  certe  rea- 
zioni, sono  necessari  precisamente  quei  colloidi  speciaU  e  non  altri. 
Quindi,  nessuna  difficoltà  si  presenta  per  la  spiegazione  della  spe- 
cificità; invece  difficile  è  la  spiegazione  del  meccanismo  di  queste 
reazioni.  Perchè,  per  una  idratazione,  è  necessario  di  ammettere  uno 
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o  più  legami  anidridici  nelle  molecole  e  contemporaneamente  è  ne- 
cessario di  ammettere  che  per  mezzo  di  questi  legami  siano  tenute 
insieme  quelle  molecole  più  semplici  e  diversamente  conformate,  che 
noi  constatiamo  nei  prodotti  della  idratazione, 

Duclaux  ammetteva  difatti  che  nella  molecola  delle  materie  albu- 
minoidi  esistessero  veramente  molecole  preformate  di  peptone,  perchè 
nel  peptone  esse  si  trasformavano,  per  azione  idratante  della  pepsina. 
Ed  oggi  questa  supposizione  di  Duclaux  ha  acquistato  un  grado  di 
veridicità  molto  grande  per  gli  studi  di  Fischer  sui  polipeptidi,  i 
quali  non  risultano  d'altro  che  della  uniorie,  per  legami  anidridici,  di 
un  numero  più  o  meno  grande  di  molecole  di  aminoacidi.  Ed  i  peptoni 
naturali  sono  essenzialmente  un  miscuglio,  fino  ad  ora  non  separabile, 
di  polipeptidi  (1). 

E  di  legami  anidridici  nelle  molecole  delle  sostanze  proteiche,  per 
esempio,  devono  esisterne  molti  e  di  forza  anche  diversa,  perchè  nella 
idratazione  diastasica  si  formano  molti  composti  intermedi,  prima  di 
arrivare  ai  prodotti  finali,  non  più  idratabili  o  decomponibili.  Perciò 
è  lecito  supporre  che  i  primi  od  i  primissimi  derivati  della  idrata- 
zione, con  molecole  molto  grandi,  siano  tenuti  insieme  da  legami  ani- 
dridici deboli,  i  quali  vanno  divenendo  sempre  più  forti,  mano  mano 
che  le  molecole,  nei  composti  da  idratare  ancora,  divengono  meno 
complicate.  Se  non  fosse  cosi,  la  idratazione  dovrebbe  avvenire  per 
tutti  i  legami  anidridici  nello  stesso  tempo  e  non  dovrebbero  esserci 
prodotti  intermedi,  ma  semplicemente  sostanze  iniziali  e  prodotti  finali. 

Il  comportamento  delle  sostanze  proteiche  verso  gli  acidi  minerali 
avvalora  ancora  di  più  la  supposizione  dianzi  esposta,  perchè  esse  si 
idrolizzano  dando  gli  stessi  prodotti,  colla  stessa  ed  identica  succes- 
sione, come,  in  un  modo  molto  più  semplice,  si  ha  la  scissione  del 
saccarosio  nei  due  glucosi  con  potere  rotatorio  di  segno  diverso,  sia 
'  per  azione  della  invertina,  sia  per  azione  degli  acidi  minerali. 

E  le  reazioni  degli  acidi  minerali  sulle  sostanze  proteiche  e  sul 
saccarosio  non  possono  essere  altrimenti  rappresentate  che  con  le  for- 
mule seguenh'; 

P_0-P  +  HCl  P-OH  +  P  CI 

PCI  -f-  H^O  P-OH  +  HCl 

C,H„0,  -  O  -  C„H„0,  -f  H  CI  C„H,,0,  +  C„H„C105 

C,H„  CI  O,  +  H,  O  ^  >  C„  H,„  O,  +  H  CI 


(1)  Fischer  E.  Uiitersnchungen  ub.  Aminosaiireit,  Polijpeptide  u.  Proteine, 
1899-1996,  p.  23-24. 
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Nelle  quali  chiaramente  si  vede  la  parte  che  pigliano  gli  acidi  mi- 
nerali nelle  idrolizzazioni  delle  sostanze  proteiche  e  del  saccarosio,  non 
limitata  alla  sola  loro  presenza,  ma  risolventesi  in  una  vera  combina- 
zione, da  cui,  per  idrolisi,  essi  acidi  si  separano,  si  ripristinano,  pronti 
a  reagire  nuovamente  su  nuova  materia  da  trasformare  e  così  fino  al- 
l'infinito.  Senza  dubbio,  l'acido,  in  questo  caso  si  comporta  come  una 
diastasi;  agisce  all'infinito,  senza  esaurirsi  teoricamente. 

Dunque,  il  meccanismo  di  queste  due  reazioni  non  deve  essere 
gran  che  diverso,  se  in  ambedue  il  risultato  non  è  che  una  idrolisi  e 
se  l'ufficio  di  ambedue  gli  agenti  non  si  riduce  che  ad  una  fissazione 
di  molecole  d'acqua.  La  quale  fissazione,  certo,  sarà  più  attiva  e  più 
diretta,  nel  caso  delle  diastasi,  che  dispongono  di  molecole  d'acqua 
attivissime  ;  onde  la  non  sentita  necessità  di  una  forte  elevazione  della 
temperatura  perchè  la  reazione  si  inizi  e  proceda  regolarmente;  sarà 
meno  attiva  e  più  indiretta,  nel  caso  degli  acidi  ;  onde  la  necessità  di 
un  riscaldamento  più  o  meno  elevato  e  prolungato. 

In  ogni  modo,  si  deve  ammettere  necessariamente  che  la  idrata- 
zione diastasica  avvenga  sempre  attraverso  ad  una  combinazione; 
altrimenti  non  si  può  comprendere  la  rottura  di  certi  legami  ed  il 
conseguente  spezzettamento  delle  molecole  complesse,  e  non  si  può 
comprendere  l'azione  specifica,  che  poi  non  è  altro  se  non  una  vera 
e  propria  affinità  di  combinazione  per  certe  sostanze  con  molecole  com- 
plesse che  si  trovano  unite  con  certi  legami.  Le  combinazioni,  che  ne 
risultano,  non  sono  affatto  stabili  e  si  idrolizzano  ;  la  diastasi,  ripi- 
gliando l'acqua  che  ha  perduta,  si  ripristina  e  torna  nuovamente  ad 
agire  su  nuova  sostanza  da  trasformare  e  così  all'infinito,  fino  a  che 
reazioni  secondarie  od  una  ossidazione  non  alterino  la  diastasi  e  le 
facciano  perdere  le  proprietà  specifiche. 

Quindi,  coteste  reazioni  diastasiche  possono  essere  rappresentate 
nel  modo  e  colle  formule  semplici  seguenti: 


+ 


+ 


C„H,i03-0-C,H,i  O,  +  (  H  '0H)Ds^  -^C6H„0„-f  C„H,iO,  ('OH)D 
C,  H.,  O,  ('OH)D  +  H,0  ^  >  C„  H,,  0„  +  (  H  '0H)D 


E  poiché  è  stato  fatto  cenno  della  alterazione  della  diastasi,  di- 
ciamo subito  che  essa  consiste  in  una  ossidazione,  nella  quale  però  la 
materia  non  subisce  una  trasformazione  profonda,  poiché  in  essa  ri- 
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mangono  inalterate  o  quasi  le  proprietà  più  facilmente  costatabili, 
compreso  lo  stato  colloidale.  Perciò  la  ossidazione  deve  avvenire  nel 
modo  indicato  dalla  formula  seguente  : 

Il k»-^d:(§ì).  +  ìh.o 

yOH'H'/n 

La  quale  spiega  non  soltanto  la  trasformazione  in  sè,  ma  rende 
conto  dei  particolari  della  trasformazione  stessa,  sopratutto  della 
influenza  del  calore  e  della  luce,  che  favorirebbero  la  combinazione 
degli  idrogeno-joni  coll'ossigeno  dell'aria  e  la  introduzione  nella  mole- 
cola di  ossidrili.  Nella  sostanza  ossidata  rimane  lo  stato  colloidale, 
neir  identico  modo  che  rimane  nell'oesido-idrato  di  piombo,  prove- 
niente dal  colloide  piombo  metallico.  Però  questa  sostanza  colloidale 
ha  perduto  il  potere  di  elezione  o  la  specificità,  perchè  è  materia 
diversa  da  quella  che  era  prima  e  dotata  perciò  di  proprietà  diverse. 

Fin  qui  della  idratazione  e  delle  diastasi  solventi:  occupiamoci 
ora  della  disidratazione  o  delle  diastasi  coagulanti. 

È  stato  già  detto  che  la  floculazione,  la  coagulazione  spontanea 
e  la  coagulazione  provocata  dal  calore  di  alcuni  idrosoli  fosse  dovuta 
ad  una  disidratazione,  ad  una  condensazione  e  ad  un  ingrandimento 
delle  micelle.  La  coagulazione  per  diastasi  non  può  essere  che  la  stessa 
disidratazione  e  la  stessa  condensazione,  a  cui  si  arriva  per  un  mec- 
canismo diverso  ed  anche  più  efficace. 

La  sostanza  colloidale  da  coagulare,  venendo  in  contatto  colla  so- 
stanza coagulante,  pure  colloidale,  si  combina  a  questa  e  nella  com- 
binazione si  elimina  acqua. 

Il  nuovo  composto,  a  contatto  di  altre  micelle  di  sostanza  colloi- 
dale da  coagulare,  si  decompone,  si  mette  in  libertà  la  diastasi  e  mi- 
cella  si  attacca  a  micella  formando  il  gel. 

La  reazione  può  essere  rappresentata  colle  formule  seguenti: 

P(6h'  H'j  +  ^l'H  'oh|j)        p|h'  HO'j^D  +  nH,0 
P(h'  £0  )^  D  +  P  (0"h'  H')^  ^~->  P  (h'  Bf0')^P  +  1)(0H'  H')^ 

Nelle  quali  P  indica  la  sostanza  proteica  colloidale  da  coagulare, 
D  la  diastasi  coagulante. 

Coteste  reazioni  rendono  conto  non  soltanto  della  formazione  del 
gel  con  meno  acqua  del  colloide  originario,  ma  anche  dal  fatto,  che 
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mai  si  è  potuto  spiegare,  del  ripristiiiamento  del.a  diastasi  e  della 
azione  sua  all'  infinito,  se,  come  è  stato  già  detto,  reazioni  secon- 
darie non  l'alterassero. 

Però,  la  reazione  pare  che  non  proceda  così  semplicemente,  come 
è  indicata  dalle  formule  ;  perchè  si  sa  che  i  sali  minerali  nei  fenomeni 
di  soluzione  di  sostanze  proteiche,  od,  in  generale,  nei  fenomeni  di 
scissione  diastasica  e  nei  fenomeni  di  coagulazione,  hanno  parte  im- 
portantissima e  principalissima.  Così,  la  diastasi  amilolitica  del  pan- 
creas diviene  inattiva,  privata,  per  dialisi,  dei  sali  minerali;  diviene 
nuovamente  attiva  per  aggiunta  di  un  sale  minerale,  di  un  acido  o 
di  un  misto  di  acidi  o  di  un  misto  di  sah,  quale  si  trova  nell'acqua 
del  mare  (1). 

Lo  scrivente  ha  spiegato  l' intervento  dei  sali  nella  coagulazione 
della  caseina,  per  opera  del  presame,  mettendo  a  profitto  quanto  si 
sapeva  sulla  natura  chimica  della  caseina  e  quanto  egli  aveva  potuto 
constatare  sulla  natura  chimica  del  presame. 

La  caseina  è  il  sale  alcalino  od  alcalino-terroso  di  un  acido  poli- 
basico debole  (2),  combinato  al  fosfato  tricalcico  nella  forma  di  un 
fosfocaseinato  o  forse  nella  forma  colloidale.  Cotesto  complesso  si 
trova  nel  latte  in  sospensione  colloidale  ed  anche  in  vera  soluzione  e 
la  parte  disciolta  è  ionizzata  ed  in  parte  anche  idrolizzata,  restando 
l'acido  libero,  sospeso  allo  stato  colloidale  (3).  A  queste  conclusioni 
conducono  :  le  determinazioni  fisico-chimiche,  titrimetriche  e  chimiche 
ed  il  fatto  che  la  paracaseina  scioglie  il  fosfato  tricalcico,  precipitato  di 
recente,  in  presenza  di  sola  acqua  contenente  sali  di  calcio  in  solu- 
zione; e  questa  è  una  speciale  proprietà  del  caseinato  e  non  della 
paracaseina. 

Il  presame,  secondo  le  mie  non  poche  esperienze  (4),  ha  il  compor- 
tamento di  una  base  debole,  che  si  decompone  rapidissimamente  allo 
stato  libero  e  si  conserva  benissimo  salificata  od  in  presenza  di  acidi  ; 
è  una  sostanza  proteica,  solubile  con  facilità  nell'acqua,  appartenente 
alla  classe  dei  peptoni.  Laonde  è  stato  supposto  che  la  molecola  del 
jffesame  fosse  attorniata  da  un  numero  più  o  meno  grande  di  ami- 
nogruppi,  i  quali  avrebbero  comunicato  ad  essa  il  carattere  basico. 
E  questa  supposizione  trovava  conforto  nel  fatto  che  la  diastasi  pre- 
li)  Henry  Gioja.  Compt.  rend.  de  la  Soc.  de  Biolg.,  1906.  —  Preti.  Bio- 
chem.  Zeitschr.,  voi.  4°,  p.  1,  1907. 

(2)  Eevue  du  lait,  1906,  p.  367. 

(3)  Biochem.  Centralbl.,  voi.  4°,  p,  333. 

(4)  Le  stazioni  sperim.  agrarie  ital.,  1900,  33,  553;  1903,  36,  p.  941.  — 
Annali  d'igiene  sperim.,  1907,  p.  Sii. 
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samica  poteva  essere  precipitata  dai  liquidi,  ove  essa  era  in  soluzione, 
mediante  il  cloruro  mercurico,  con  il  quale  contraeva  combinazioni 
insolubili  apparentemente  di  sostituzione.  La  diastasi  poteva  nuova- 
mente esser  separata,  sospendendo  il  composto  insolubile  nell'acqua  e 
facendo  passare  attraverso  alla  sospensione  una  corrente  d'idrogeno 
solforato,  il  quale  trasformava  il  mercurio,  in  combinazione,  nel  solfuro 
nero,  con  grandissima  rapidità.  Questo  fatto  induceva  la  convinzione 
che  il  mercurio  fosse  realmente  legato  ai  gruppi  laterali  della  mole- 
cola presamica,  perchè  è  solo  in  queste  condizioni  che  si  jonizza 
facilmente  e  che  sente  i  reattivi  ordinari. 

Ora,  la  caseina  e  la  diastasi  presamica,  venendo  in  contatto  l'una 
coir  altra,  reagirebbero  unendosi  il  catione  presame  all'anione  della  caseina 
ed  il  catione  della  caseina  all'anione  del  presame.  La  combinazione  ca- 
seina-presame, formata  com'è  di  un  acido  debolissimo  e  di  una  base 
pure  debolissima,  è  nell'acqua  fortemente  dissociata  ed  idrolizzata;  per 
cui  si  mette  in  libertà  l'acido  cascinico,  che  forma  il  coagulo  ed  il  pre- 
same si  ripristina.  Questo  certamente  si  deve  ricombinare  all'anione  fo- 
sforico di  sali  più  dissociati  in  soluzione,  perchè  il  presame  libero 
facilissimamente  ai  decompone  e  diviene  inattivo.  Così  si  comprende 
e  si  spiega  l'azione  infinita  della  diastasi  e  la  sua  conservazione,  attra- 
verso ad  un  numero  non  piccolo  di  reazioni,  e  si  comprende  e  si  spiega 
la  necessità  dei  sali  perchè  la  coagulazione  si  manifesti  e  si  completi. 

Però  la  spiegazione,  or  ora  data,  della  coagulazione  presamica  della 
caseina,  presenta  il  difetto  per  il  quale  non  chiara  apparisce  la  con- 
servazione della  diastasi  all'infinito,  per  opera  di  pochi  sali  in  solu- 
zione, di  cui  il  catione  calcio  mano  mano  si  va  eliminando  allo  stato 
insolubile.  E  sopratutto  non  tien  conto  dello  stato  colloidale  della 
caseina  e  del  presame  che  reagiscono,  perchè  la  coagulazione  appa- 
risce che  avvenga  per  una  reazione  chimica  nella  quale  è  la  ma- 
teria che  piglia  parte  direttamente.  Però,  nelle  sostanze  colloidali 
reazioni  chimiche  vere,  intese  nel  senso  or  ora  espresso,  non  possono 
avvenire  se  non  passando  attraverso  a  reazioni  colloidali,  ovvero  se 
non  ravvicinando  materia  a  materia,  attraverso  la  distruzione  dello 
stato  colloidale. 

E  reazione  colloidale  deve  essere  cotesta  reazione  diastasica,  poiché 
in  essa  la  materia  non  piglia  parte  diretta  ma  secondaria;  ed  è  in 
questa  direttiva  indubbiamente  che  si  deve  tentare  una  spiegazione. 

Mantenendo  sempre  ferma  l' ipotesi  che  la  micella  della  caseina  sia 
attorniata  da  un  numero  non  determinato  di  molecole  d'acqua  allo 
stato  ionizzato  e  tenendo  conto  che  la  caseina  nel  latte  non  sia  che  un 
cascinaio  di  calcio  combinato  col  fosfato  tricalcico  od  anche  col  ci- 
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trato  di  sodio  o  di  potassio,  la  sua  forma  può  essere  rappresentata 
nel  modo  seguente,  sostituendo,  per  comodità,  al  fosfato  il  cloruro 
di  calcio: 


CI'  H' 

r-iQ   OH'  + 
^as.    _  Ca" 

OH' 
ci'  H' 

Ed  il  gruppo      H'  poiché  è  più  dissociabile  del  gruppo  q^', 

OH' 

si  idrolizza  e  si  elimina  nella  forma  di  acido  cloridrico,  per  cui  nella 
micella  della  caseina  rimarrà  sempre  una  quantità  di  calcio  superiore 
a  quella  necessaria  per  formare  il  cloruro  di  calcio,  e  la  caseina  ap- 
parirà come  formata  di  un  caseinato  di  calcio  combinato  con  un  sale 
neutro  di  calcio. 

Questa  combinazione  si  può  supporre  che  derivi  dall'azione  del 
cloruro  di  calcio  o  di  un  sale  qualsiasi  di  calcio,  sul  colloide  genuino, 
sostituendo  gli  joni  dell'acqua. 

OH'  H'  ci'  H' 

Gas    ^^'^  +  CaCL  Gas    ^i^'Ca"    +  2  H,0 

OH'  H'  OH' 

OH'H'  Ci'  H' 

La  diastasi  presamica,  si  è  detto,  ha  carattere  basico  e  non  può 
esistere  allo  stato  libero  se  non  a  condizione  di  decomporsi.  Quindi 
le  si  può  assegnare  la  formola  semplice  seguente: 

H'  OH' 

H'  CI' 
H'  CI' 
H'  OH' 


Pres 


La  quale  deriva  dall'azione  dell'acido  cloridrico  od  anche  di  un 

sale  solubile  qualsiasi  sul  colloide  genuino  o  libero: 

H'  OH'  H'  OH' 

+    -  +  - 

Pres.  ^  OH'  ^  2  H  CI  Pres.  ^'  ^1   +  2H„o 

H'  OH'  H'  CI' 

H'  OH'  H'  OH' 
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Oppure  : 

H'  OH'  H'  OH' 

Pres.  +  2  Na  CI  ^  >  Pi  es.  +  211,0 

H'  OH'  Na'  CI' 

H'  OH'  H'  OH' 

La  coagulazione  della  caseina,  per  azione  del  presame,  si  può  quindi 
supporre  che  avvenga  attraverso  ad  una  combinazione  labile  tra  la 
caseina  ed  il  presame,  mediante  l' intervento  di  sali  o  di  acidi  minerali 
od  organici.  I  quali  si  devono  ripristinare,  dopo  avere  agito,  come  si 
ripristina  la  diastasi,  per  potere  nuovamente  agire  e  non  si  devono  se- 
parare allo  stato  insolubile  e  non  dissociato.  In  questo  caso,  si  perde- 
rebbe la  principale  delle  caratteristiche  delle  diastasi,  quale  è  quella 
della  continuità  dell'azione  fino  all'infinito. 

Quindi,  si  può  supporre  che  il  processo  abbia  l'ordine  seguente: 
cioè,  la  caseina,  venendo  in  contatto  col  presame,  si  combina  a  questo 
e  si  elimina  cloruro  di  calcio,  il  quale  è  il  composto  meno  dissociato 
e  si  forma  a  preferenza. 

GÌ'    H'      'OH  'H  CI'  H'  'OH  'H 

Gas.  05  +  +  'CI   H  p,.^^  ^^cas.  oh'   h  p^,^^_^ 

OH'  CI   'H  OH'    H 

ci'    H'       'OH  'H  ci'  H'  'OH  'H 

+  Ca  Ci,. 

Il  composto  caseina-presame  è  facilissimamente  idrolizzabile  ;  per 
cui  si  scinde  e  dà  acido  caseinico  (se  così  si  può  chiamare)  e  pre- 
same libero. 

-  +  —  + 
CI'  H'  'OH  'H 

Gas.   OH  J    Pres.  +  2  h,o 

OH'    H 

CI'  H'  'OH  'H 

ci'  H'         'OH  'H 


Gas.  OH  ^'   ^    OH  M  pj.gg_ 

OH'  H'         OH  H 
—    +  - 
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Il  presame  libero  però  non  può  esistere,  se  non  alla  condizione  di 
decomporsi  e  perciò  piglierà  acido  dove  potrà  per  salificarsi  e  con- 
servarsi. E  la  caseina  stessa  fornirà  l'acido  che  ad  essa  è  ancora  com- 
binato allo  stato  colloidale  e  che  è  il  residuo  del  cloruro  di  calcio. 

Ci'  H'       OH'  H'  OH'  H'      OH'  H' 

P.,^.  OH' H'  ,  oli'  H'  p,.^  ^  P.,  OH'  H'  ,  ci'  'H  p,,^^ 
t  <i.s.  _   4    +  _    +    i  re>.  ^->- Ua.s.   _    +  +  _   +    r  i  es. 

OH'  H'      OH'  H'  OH'  H'       CI'  H' 

CI'  H'       OH'  H'  OH'  H'      OH'  H' 

Il  presame  rigenerato  potrà  reagir  ?  su  di  una  nuova  micella  di  ca- 
seina, trasformarla,  rigenerarsi  di  nuovo  e  così  di  seguito  fino  ad  esau- 
rimento della  materia  da  trasformare.  Nei  prodotti  residui  della  rea- 
zione sì  troverà  il  presame  attivo  come  all'  inizio,  onde  la  sua  azione 
ha  preso  il  nome  di  catalittica. 

Contemporaneamente  al  presame  si  rigenera  anche  il  cloruro  di 
calcio,  il  quale  può  sempre  contrarre  una  combinazione  colloidale 
colla  sostanza  proteica  e  metterla  in  condizione  di  reagire  col  pre- 
same. Perchè  eliminando  i  sali  dalla  caseina  la  coagulazione  non  può 
più  avvenire,  come  non  può  avvenire  se  i  sali  di  calcio  naturali  del 
latte  sono  deficienti  (1). 

L'acido  caseinico  libero  formerà  un  coagulo  delicatissimo  occupante 
lo  stesso  volume  del  latte;  questo  coagulo  poi  rigetta  dell'acqua,  di- 
minuisce di  volume  e  diviene  sempre  più  duro  Cioè  l'acido  caseinico 
libero,  a  contatto  immediato  di  altro  acido  caseinico  si  deacquifica 
nello  stesso  modo  dei  coaguli  minerali,  di  cui  abbiamo  parlato  in 
principio  di  questo  scritto. 

—  +  +     -  -f  — 
OH'  H'  H  'OH                              H'  OH 

—  +  +     —  +  — 

r  OH'  H'  'H  'OH  p.,  _  P  H'  OH  p.,  .  ,  .  „  r> 
Las.  _    ^  ^     _  bas.  Las.  ^    _    Las.  +  4  HjO 

OH'  H'  H  OH  H'  OH 

(5h'  H'  'H  'OH  H'  'OH 

'H  'OH 

Gas.  Gas.        Gas.  Gas  +  4  h,o 

H  OH 
'H  'OH 


(1)  Orla  Iensen.  Revue  du  lait,  1906,  p.  103,  121,  162,  178,  198. 
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Però  alla  deacquificazione  completa  non  si  arriva  mai  e  quindi 
dobbiamo  supporre  che  il  coagulo  sia  ancora  materia  colloidale,  con- 
tenente una  quantità  di  acqua  combinata  minore  di  quella  contenuta 
nel  colloide  disperso  da  cui  proviene. 

Quindi,  la  coagulazione  per  diastasi  ha  anche  per  conseguenza  una 
deacquificazione  del  colloide  in  soluzione  oppure  anche  una  degrada- 
zione dello  stato  colloidale. 

La  separazione  della  caseina  ed  in  generale  dei  colloidi  organici, 
per  saturazione  con  sali  neutri  è  una  forma  di  coagulazione  somi- 
gliante alle  antecedenti.  Perchè  i  sali  neutri,  sostituendosi  all'acqua 
combinata  alla  micella  colloidale,  rendono  questa  più  pesante  e  forse 
non  più  dotata  di  movimenti  browniani  rapidissimi,  quali  si  hanno 
nelle  micelle  più  piccole,  e  si  separa, 

OH'  H'  ci'  mi' 

Gas.  O^'^'     +4NaCl^    Gas.  +4H,0 
OH'  H'  CI'  Na' 

OH'  H'  CI'  Nt' 

In  questo  stato  le  micelle  si  conservano  fino  a  che  la  concentra- 
zione del  mezzo  rimanga  inalterata  o  non  diminuisca. 

Diluendo  con  acqua,  si  ha  una  idrolisi:  il  sale  si  separa  dalla  mi- 
cella  colloidale  ed  al  suo  posto  rientra  l'acqua,  ripristinandosi  il 
colloide. 

—  ■    +  -  + 

^'  OH'  H'    +  4  CI  H  -f  4  Na  OH 

Gas.  ^'       +  8  H,o  e^->Gas.  ^' 

5  Na'  OH'  H'   ^^^^^^  4  Na  CI  +  4  H,0 

CI'  Na'  OH'  H' 


Nel  momento  nel  quale  avviene  la  idrolisi,  le  micelle,  essendo  molto 
ravvicinate  tra  loro,  si  condensano  e  si  uniscono  perdendo  acqua,  nel 
caso  che  nella  materia  sia  marcata  la  tendenza  alla  disidratazione  ed 
il  coagulo  non  sarà  reversibile;  non  si  condensano  e  non  si  uniscono, 
nel  caso  che  la  tendenza  anzidetta  non  ci  sia  o  sia  debolissima  ed 
il  coagulo  sarà  reversibile.  Però,  alla  non  reversibilità  dei  coaguli 
concorre  anche  la  fissazione  dell'anione  o  del  catione  alla  micella  in 
modo  non  più  idrolizzabile,  come  abbiamo  già  visto  al  capitolo  an- 
tecedente. 

Resta  ora  da  spiegare  in  qual  modo  gli  acidi  liberi  ed  i  sali  di 
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calcio  solubili,  in  piccola  quantità,  possano  accelerare  la  coagulazione 
della  caseina  col  presame. 

Duclaux  (1)  ha  dimostrato,  che  l'acceleramento  della  coagulazione 
del  latte  col  presame,  in  presenza  di  piccole  quantità  di  cloruro  di 
calcio,  è  dovuto  alla  concomitanza  di  due  azioni  che  agiscono  sepa- 
ratamente sulla  caseina  ;  cioè  l'azione  della  diastasi  e  quella  del  sale 
di  calcio. 

Quindi  ci  troviamo  dinanzi  non  più  ad  una  reazione  diastasica 
sola,  ma  ad  una  reazione  diastasica  e  ad  una  reazione  colloidale,  am- 
bedue spiegate  di  già. 

In  un  modo  consimile  a  quello  detto  per  la  caseina  si  può  spie- 
gare la  necessità  degli  acidi  o  dei  sali  nelle  azioni  diastasiche  idro- 
lizzanti o  solubilizzanti,  perchè  anche  in  questo  caso  essi  agiscono  da 
intermediari. 

Difatti,  la  pepsina,  che  idrolizza  le  materie  proteiche  in  mezzo 
acido,  ha  csrattere  basico,  come  il  presame,  al  quale  molti  credono 
che  sia  identica;  la  tripsina,  al  contrario,  che  agisce  in  mezzo  alca- 
lino, ha  carattere  acido.  Ciò  che  significa  che  la  loro  conservazione 
è  strettamente  legata  alla  presenza  di  acidi  o  di  basi  che  possono 
unirsi  alle  diastasi  trasformandole  in  una  specie  di  sali. 

L'azione  della  pepsina  e  della  tripsina  sulle  materie  proteiche  dif- 
ferisce essenzialmente  da  quella  del  presame  sulla  caseina,  perchè  si 
esplica  sui  legami  anidridici,  spezzando  le  molecole  e  trasformando 
profondamente  le  materie  su  cui  agiscono.  Mentre  l'azione  del  presame 
è  limitata  alla  liberazione  del  colloide  caseina,  o  altrimenti  acido 
caseinico,  dalle  combinazioni  colloidali  saline  ed  all'aggregazione  delle 
micelle,  con  perdita  parziale  di  acqua  combinata. 

Le  azioni  digerenti  od  idrolizzanti,  più  che  delle  vere  e  pure  rea- 
zioni colloidali,  appariscono  delle  reazioni  chimiche,  provocate  da  una 
materia  colloidale  attiva.  Perchè  è  stato  già  ammesso  che  le  reazioni 
colloidali  differiscono  da  quelle  chimiche  in  quanto  le  une  non  alte- 
rano, le  altre  alterano  profondamente  la  materia. 

Però  non  si  può  ammettere  che  il  legame  anidridico  si  spezzi,  per 
opera  delle  diastasi,  senza  passare  attraverso  a  reazioni  colloidali 
vere,  perchè,  per  arrivare  alla  materia,  si  deve  prima  distruggere  lo 
stato  colloidale,  formando  l'acqua  sulle  micelle  uno  strato  che  vera- 
mente si  può  chiamare  protettivo. 

Quindi  la  pepsina  e  la  tripsina  si  devono  prima  combinare  colla 
materia  da  trasformare  con  reazione  colloidale,  poi  agire  sulla  ma- 


(1)  Traité  de  Microbiologie,  voi.  II. 
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teria  stessa  e  spezzare  i  legami  anidridici,  cominciando  da  quelli  che 
offrono  una  resistenza  minore.  Ond'è  che  nella  trasformazione  dia- 
stasica  delle  materie  proteiche,  si  ha  una  successione  di  prodotti 
della  idrolisi,  cominciando,  come  è  stato  detto  altrove,  dalle  albu- 
mose  e  finendo  ai  peptoni  oppure  anche  agli  aminoacidi. 

Queste  trasformazioni  non  si  compiono  senza  l'intervento  degli 
acidi  minerali  liberi,  delle  basi  libere  o  dei  sali  neutri,  come  avviene 
per  tutte  le  reazioni  diastasiche,  semplici  in  apparenza,  complicatis- 
sime in  atto. 

Vediamo,  in  ogni  modo,  se  sia  possibile  di  tradurre  in  formule  le 
reazioni  anzidette,  tenendo  conto  delle  condizioni  che  le  favori- 
scono. 

Le  formule  più  semplici  colle  quali  si  possono  rappresentare  le 
materie  proteiche  e  la  pepsina,  allo  stato  colloidale  sono  le  seguenti: 


P 
Ó 

P  M 


OH'  H' 
OH'  H' 


Pepsinaji 


H'  OH' 
H'  OH' 


Poiché  però  la  pepsina  non  può  esistere  allo  stato  libero  ed  agisce 
sempre  in  presenza  di  un  acido,  la  sua  formula  si  cambierà  nella  se- 
guente: 


Peps., 


H'  OH' 
H'  OH' 


+  2n  H  CI 


Peps-M 


I H'  CI' 
H'  ci' 


+  nH,0 


La  pepsina  acida  reagirà  sulla  materia  albuminoide  o  proteica, 
sostituendo  i  clorojoui  agli  ossidriU-joni  del  colloide  proteico,  e  ripri- 
stinandosi immediatamente  pigliando  nuovi  clorojoni  dell'acido  clo- 
ridrico libero  nel  liquido. 


P 

ò 

Pm 


OH'  H' 
-  + 
OH'  H' 


+ 


Ci'  H' 
ci'  H' 


Peps.  Ò 
P 


CI' 

+ 
H' 
+ 

+ 

OH'  H' 

OH'  H' 

ci' 

H' 

n 

Peps. 


I  cloro-joni,  legati  alla  materia  proteica  nella  forma  colloidale,  en- 
trano nella  molecola  in  vera  combinazione,  trasformandosi  in  atomi 
neutri  e  spezzando  il  legame  anidridico  : 


P 

ò 

P  M 


—  + 
CI'  H' 

CI'  H' 


P-Cl 
P-Cl 


+  H,0 


189 


I  prodotti  di  questa  decomposizione  subiscono  immediatamente 
una  idrolisi  :  si  mette  in  libertà  acido  cloridrico  e  due  ossidrili  si  fis- 
sano alle  parti  scisse  della  sostanza  proteica: 

l^Ci  P-OH 

+  2  H,0  +  2  HCl 

P-Cl  P-OH 

La  stessa  successione  si  ha  nelle  trasformazioni  tripsiniche,  che  si 
compiono  in  mezzo  alcalino,  invece  che  acido,  perchè  la  tripsina  è 
alterabilissima  a  contatto  degli  acidi  liberi. 

P  P 

5  0H'H'  _^  IVips.oI™-^-  ÒO>'N/+  IVipS.  ^H'I' 
pOH'  H'  OH'Na'  pOH'Na'  OH'  H' 

P  -     -  l  '-ONa 

0  OH'Na'  ^  .  +  H  O 

p  OH'Na  p_oj^^ 

P-ONa  P-OH 


+  -2  B.,0  4-  2  Na  OH 

ONa  P-OH 


Oppure  la  stessa  successione  si  ha  in  presenza  di  sali  neutri,  in- 
vece che  di  acidi  o  di  alcali  liberi  : 

P  P 

Ò  OH'  H'  ^  .pj.jpg  CI'  Nt'^._^  ó      4'  +  Trips.  f 

p  OH'  H'  Ci'  Na'  p  CI'  Na'  OH'  H' 


P    -,    +,  P-Cl  P-OH 

Q    CI  Na    _^  H,0  ^  >  +      Na  OH 

P    ^^l'Na'  P_Ci  P_OH 


Quindi  la  tripsina  e  la  pepsina  probabilmente  potranno  agire  in 
presenza  di  sali  neutri  ed  in  assenza  di  alcali  o  di  acidi  liberi. 

La  stessa  esposizione  si  può  ripetere  per  )a  saccarificazione  del- 
l'amido, causata  dalla  amilasi  o  dalla  glucasi  e  per  la  inversione  del 
saccarosio,  causata  dalla  invertina,  quantunque,  in  quest'ultimo  caso, 
la  reazione  avvenga  tra  una  sostanza  colloidale  ed  una  sostanza  non 
colloidale. 

L'amido  difatti  può  essere  trasformato  in  maltosio  dalla  ptialina 
e  dalla  diastasi  pancreatica,  che  agiscono  in  mezzo  alcalino  ed  in 
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glucosio  destro  dalla  glucasi,  che  agisce  in  mezzo  acido.  Cioè  la  ptia- 
lina  e  la  diastasi  pancreatica  sarebbero  meno  attive  della  glucasi, 
perchè  si  arrestano  ad  un  disaccaride  ancora  scindibile  in  due  mole- 
cole di  glucosio. 

Le  reazioni  non  si  possono  convenientemente  rappresentare  se  non 
ammettendo  che  nella  molecola  complessa  dell'amido  esistano  legami 
anidridici  di  forza  diversa,  affinchè  sia  possibile  la  spiegazione  dei 
gradi  o  delle  varie  tappe  della  idrolisi.  Difatti,  la  destrinasi  si  arresta 
alla  destrina,  la  maltasi  al  maltosio,  la  glucasi  al  glucosio.  In  ogni 
modo,  anche  la  idrolisi  dell'amido,  per  la  glucasi.  avviene  attraverso 
ad  una  serie  non  piccola  di  prodotti  intermedi,  quali  pure  si  otten- 
gono nella  idrolisi  con  acidi  minerali. 

Laonde,  la  idrolisi  diastasica  dell'amido  può  essere  messa  alla  pari 
con  quella  delle  materie  proteiche,  alla  quale  evidentemente  molto 
si  assomiglia,  e  può  essere  spiegata  nell'identico  modo. 

Il  caso  diverso  è  invece  quello  della  inversione  del  saccarosio  per 
opera  della  invertina  ;  poiché  qui  ci  troviamo  dinanzi  ad  un  colloide 
che  agisce  su  di  un  cristalloide. 

Quest'azione  si  può  spiegare  col  fatto  che  il  saccarosio  si  comporta 
verso  i  colloidi,  presso  a  poco,  come  i  sali  neutri  ;  ovvero  che  la  in- 
vertina si  avvicini  talmente  alla  molecola  del  saccarosio  da  far  sen- 
tire la  propria  azione  idrolizzante  ed  invertente. 

La  invertina  agisce  in  mezzo  acido  ed  ha  perciò  carattere  basico; 
ovvero  ha  la  forma  di  un  idruro  idrato,  che,  come  abbiamo  ammesso 
per  la  diastasi  presamica,  non  può  esistere  allo  stato  libero  ma  deve 
essere  sempre  combinato  ad  un  acido. 


Invei't. 


H'  OH' 
H'  OH' 


Invert. 


+ 

H'  cr 
+  — 
H'  cr 


Perciò  la  invertina,  avvicinandosi  al  saccarosio,  presenta  ad  esso 
i  suoi  cloro-joni,  i  quali  si  incuneano  nella  molecola,  spezzando  il  le- 
game anidridico.  Però  a  questo  si  dovrà  arrivare,  passando  per  una 
combinazione  delle  due  molecole  di  glucosio,  che  si  staccano  l'una 
dall'altra,  con  il  cloro;  combinazione  idrolizzabilissima  e  che  si  scinde 
in  glucosio  ed  acido  cloridrico,  il  quale  va  nuovamente  a  combinarsi 
colla  invertina. 

O    +  ^}  J'inv.  +  3  H,0^-  +  _     +    Inv.  +  4  H 

Q  jlJ)        cr  H'  C,  H,,C10„      OH' H' 
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C,  H,,C1  0„  C„H.,  0„ 

'  ^  OH  H  j^^,  ^  ^      ^  ^  jj 

C„  H„  CI  O,      OH'  H'  H„  0„ 

Inv.  ^'         +  2  H  CI  ^  >  Inv.    ^         +  -  H,0 
H'  OH'  H'  CI' 

Anche  in  questo  caso,  la  inversione  per  diastasi  del  saccarosio  è 
identica  a  quella  per  acidi  minerali;  colla  differenza  che  nell'uno  la 
reazione  procede  ad  una  temperatura  relativamente  bassa,  nell'altro 
ad  una  temperatura  sopra  60°.  Ciò  dimostra  ancora  una  volta  che 
le  diastasi  sono  più  attive  unicamente  per  lo  stato  colloidale  e  per 
la  mobilità  degli  joni  dell'acqua,  o  di  quelli  altri  che  nel  colloide 
hanno  sostituito  l'acqua. 

Conclusione. 

L'ipotesi  che  la  materia  nello  stato  idro-colloide  sia  una  combina- 
zione dell'acqua  ionizzata  colle  micelle  mi  sembra  che  abbia  un 
grado  elevetissimo  di  probabilità,  sia  perchè  esistono,  per  dimostrare 
ciò,  prove  dirette,  sia  perchè  con  essa  ipotesi  si  spiegano,  in  modo 
convincente,  la  maggior  parte  di  quei  fenomeni  colloidali  su  cui  tanto 
si  è  studiato  e  tanto  si  è  discusso,  sia  perchè  aftquista  forma  definita 
il  concetto  di  jone  colloidale  oggi  da  molti  accettato  e  ripetuto. 

Molti  troveranno  manchevole  questo  mio  scritto  perchè  non  ho 
messo  in  relazione  le  spiegazioni  chimiche  dei  fenomeni  colloidali  con 
quelle  riguardanti  !a  tensione  superficiale  ed  il  potenziale  elettrico  : 
mi  giustifico  facendo  osservare  che  io  ho  avuto  la  sola  intenzione  di 
esporre  idee  e  fatti  con  indirizzo  un  po'  diverso  da  quello  seguito  da 
altri,  rimandando  la  critica  a  tempo  pili  opportuno,  anche  per  omaggio 
alla  brevità. 

Del  resto,  piiì  d'uno  sperimentatore  si  va  convincendo  che  i  fe- 
nomeni colloidali  sono  veri  fenomeni  chimici,  almeno  quelli  che  si 
svolgono  nei  colloidi  organici,  quali  sistemi  omogenei  o  monofasici. 
E  mi  è  caro  di  riferire,  a  questo  proposito,  le  parole  stesse  di  Bot- 
tazzi,  il  più  fervido  difensore  degli  studi  di  fisico-chimica,  applicati 
alla  fisiologia. 

«  Se,  infatti,  egli  dice,  le  soluzioni  colloidali  sono  sistemi  omogenei, 
dobbiamo  anche  rinunziare  ad  ammettere  che  fra  le  micelle  proteiche 
o  d'altra  natura  e  soluzioni  di  cristalloidi  o  di  colloidi  anche  sciolti 
d'altra  specie  si  svolgario  processi  dipendenti  da  energia  di  super- 
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ficie,  p.  es.,  fenomeni  di  puro  assorbimento  meccanico.  Questi  e  i  fe- 
nomeni di  superficie  in  generale  non  possono  avverarsi  se  non  in 
corrispondenza  della  superficie  di  separazione  di  due  o  più  fasi,  cioè 
in  sistemi  polifasici.  Ora.  dove  sono  le  due  fasi  nel  plasma  del  san- 
gue o  nel  protoplasma  indifferenziato  assolutamente  normale  ?  Non 
si  può  ammettere  che  in  questi  sistemi  le  micelle  formino  una  fase 
solida,  distinta  da  una  fase  liquida  intermicellare,  o  una  fase  liquida 
non  miscibile  coli' altra  »  (l). 

Io  non  arrivo  tanto  oltre,  quanto  il  Bottazzi,  nel  negare  la  ino- 
mogeneità dei  colloidi  sopradetti  ;  ammetto  invece  che  in  essi  la  combi- 
nazione dell'  acqua  colle  micelle  non  sia  quale  si  può  supporre  nelle 
soluzioni  metalliche  od  altre,  di  cui  i  granuli  sono  visibili  all'ultra- 
microscopio. In  queste,  cioè,  le  micelle  non  contraggono  che  combi- 
nazioni limitate  coU'acqua  e  sempre  esiste  un  liquido  intermicellare 
libero;  in  quelle  le  micelle  contraggono  combinazioni  molto  meno 
limitate  coU'acqua,  in  modo  che  le  une  forse  si  legano  alle  altre  me- 
diante catene  multiple  di  joni  dell'acqua  stessa  o  catene  miste  di 
joni  dell'acqua  e  dei  sali  e  non  esisterà  affatto  liquido  intermicellare 
libero..  Nel  modo,  cioè,  come  è  rappresentato  nell'una  o  nell'altra 
delle  due  formule  seguenti: 

I  I 

p      -  +     —    +     —     +  -p— 

-Jt'M  OH'  H'  OH'  H'  OH'  H'  OH'  i  m 
I  I 

Il     +     --(-     —     +     —     +  Il 
_ìj    H'  OH'  H'  OH'  H  OH    H  n 

Il     OH'  H'  OH'  H'  OH  H'  OH'   n  " 

Quindi  l'insieme  dovrà  apparire  omogeneo,  perchè  le  proprietà 
fìsiche  delle  micelle  sono  modificate  profondamente  e  la  materia  è 
vicinissima  allo  stato  di  vera  soluzione. 

La  stessa  forma,  o  presso  a  poco,  devono  assumere  certe  combina- 
zioni saline  dei  colloidi,  quando  passano  allo  stato  di  ultracombina- 
zione coi  sali.  Vi  sono,  cioè,  certe  sostanze  proteiche,  che,  per  ag- 
giunta di  una  certa  quantità  di  un  sale  neutro,  si  rendono  insolubili 
e,  per  aggiunta  ancora  dello  stesso  sale,  si  sciolgono  nuovamente; 
certe  altre  insolubili  si  sciolgono  e  nuovamente  si  rendono  insolubili. 

Queste  combinazioni  però  devono  essere  studiate  molto  più  atten- 
tamente di  quello  che  non  sia  stato  fatto  finora  perchè  si  dovrà 
conoscere  quale  influenza  abbiano  i  sali  sulla  fissazione  o  sulla  eli- 


(l)  Bottazzi.  L.  c,  p.  371. 
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minazione  di  molecole  d'acqua,  o  se  si  abbiano  combinazioni  miste 
d'acqua  e  sali,  con  più  o  meno  acqua. 

Nella  esposizione  testé  fatta,  ho  distinto  le  reazioni  colloidali  dalle 
reazioni  diastasiche  per  opportunità,  più  che  per  differenze  sostan- 
ziali esistenti,  essendo  tutte  reazioni  colloidali,  sia  che  avvengano 
tra  colloidi  e  sali;  tra  colloidi  e  colloidi;  tra  colloidi,  sali  e  colloidi. 
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ier[lie  sulla  topoorafla  deoli  enzimi  nel  tubo  oastro-inteslinale  dei  pes[i 


per  OSVALDO  POLIxMANTI 
(dalla  sezione  di  Fisiologia  della  Stazione  Zoologica  di  Napoli) 

Numerose  sono  state  le  ricerche  sopra  gli  enzimi  del  tubo  gastro- 
intestinale dei  pesci  [da  Richet  (1)  ad  M.  van  Herwerden  (2)],  special- 
mente però  furono  eseguite  sulla  digestione  gastrica;  nessuno,  a 
quanto  io  sappia,  si  è  occupato  di  studiare  la  topografia  dei  vari 
enzimi  in  queste  varie  regioni. 

Un  metodo  escogitato  recentemente  da  H.  J.  Hamburger  (3),  mi  ha 
invogliato  ad  eseguire  tali  ricerche  in  alcuni  pesci  cartilaginei  (carnivori) 
(Scyllium  catulm  Cuv.  e  Scyllium  canicula  L.)  ed  in  alcuni  pesci  ossei: 
Box  salpa  L.  (erbivoro)  e  Conger  vulgaris  Cuv.  (carnivoro). 

Tutti  i  solaci  abitualmente,  come  ben  si  sa,  ingoiano  traverso  l'eso- 
fago, fatto  di  un  tubo  relativamente  corto  e  molto  largo,  delle  prede 
molto  voluminose  e  così  anche,  fra  i  teleostei  da  me  esaminati  per  le 
ricerche  degli  enzimi  gastrici,  il  Co/igrerwMZgram.  Gli  alimenti  non  subi- 
scono mai  una  masticazione,  ma  si  accumulano  nello  stomaco  per  un 
tempo  più  o  meno  lungo,  dove  sono  rammolliti  e  trasformati  in  una 
massa  poltacea  ed  in  parte  peptonizzati.  Nei  selaci  questi  cibi  traver- 
sano poi,  dopo  aver  soggiornato  nello  stomaco  a  forma  di  U,  un  condotto 
molto  ristretto  (il  piloro),  più  o  meno  lungo  secondo  le  varie  specie, 
che  si  allarga  nella  sua  parte  inferiore  e  sbocca  in  un  intestino  molto 
più  largo.  Questo  è  relativamente  breve  e  presenta  una  piegatura 
della  mucosa  ravvolta  ad  elice  (valvola  spirale)  che  ha  l'ufficio  di 
ritardare  molto  il  passaggio  delle  sostanze  alimentari  verso  il  retto, 
dove  si  arresta;  e  viene  in  questa  maniera  ad  essere  considerevol- 
mente aumentata  la  superficie  assorbente  dell'intestino. 

(1)  Le  sue  gastrique  de  P  homme  et  des  animaux.  Paris,  1878.  —  Arch.  de 
physiol.  norm.  et  pathol.  1882. 

(2)  Hoppe-Seyler's  Zeitschrift  f.  physiologische  Chemie,  Bd.  56,  1908. 
S.  453-494. 

(3)  Archives  Xéerlandaises  des  Sciences  Exactes  et  Naturelles.  Serie  II 
T.  XIII,  p.  428  (1908). 
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Nel  Gonger  invece  lo  stomaco  ha  la  forma  di  un  vero  e  proprio 
sacchetto,  dove  il  cibo  entra  per  il  cardias  e  vi  soggiorna  molto  lungo 
tempo;  risalendo  quindi  dal  basso  in  alto,  traverso  il  piloro  passa 
poi  nell'intestino,  che  non  è  molto  lungo. 

Nel  Box  salpa  l'esofago  è  molto  corto  e  si  continua  collo  stomaco 
senza  demarcazione  esterna  apparente.  Lo  stomaco  ha  la  forma  di 
una  sacca  allungata  non  molto  voluminosa.  L'intestino  forma  all'i- 
nizio un  piccolo  numero  di  anse,  uniformi  di  calibro,  si  restringe  poi 
nella  sua  parte  inferiore.  Nella  parte  più  inferiore,  verso  il  retto,  esiste 
costantemente  una  corona  di  appendici  intestinali;  così  viene  ad  es- 
sere aumentata  la  superficie  assorbente. 

L'ano  si  apre  al  di  fuori  nella  papilla  ano-genito-urinaria. 

Riassumo  ora  brevemente  il  metodo  dell'Hamburger  che  io  ho 
adoperato  in  queste  ricerche  e  che  ho  modificato,  in  qualche  parti- 
colare solamente.  Dei  tubi  di  vetro  del  diametro  interno  di  circa  9-10 
mm.  e  dell'altezza  di  25-28  mm.  venivano  leggermente  riscaldati  ad 
una  estremità  e  quindi  fissati  sopra  delle  tavolette  di  paraffina. 

In  ognuno  di  questi  piccoli  cilindri  situati  in  senso  verticale  si 
versavano  in  media  3  cmc.  di  gelatina  agar-agar.  Solidificata  la  gela- 
tina, ciò  che  avviene  in  pochi  minuti,  con  una  piccola  spatola  si 
faceva  fuoriuscire  dal  tubetto  di  vetro,  nel  quale  era  contenuta,  e  si 
applicava  poi  in  senso  orizzontale  sopra  le  varie  regioni  della  mucosa 
del  tubo  gastro-intestinale  dei  vari  pesci,  aperto  in  antecedenza  e  pre- 
ventivamente lavato  con  acq>ia  di  mare  per  allontanare  il  possibile 
muco  che  potesse  ricoprirla  (residui  alimentari  non  ve  ne  erano  mai, 
perchè  si  tenevano  sempre  i  pesci  a  digiuno  per  almeno  48  ore, 
quando  venivano  portati  dal  mare). 

Le  piccole  colonne  di  agar  rimanevano  poi  a  contatto  della  mucosa, 
alla  temperatura  ambiente  (15°-20'*  C),  per  un  tempo  più  o  meno 
lungo  a  seconda  dell'enzima  che  doveva  essere  estratto  e  studiato, 
tempo  che  io  noterò,  quando  parlerò  degli  enzimi  in  esame. 

Fermenti  delio  stomaco. 

I.  —  Pepsina  e  pepslDogeno. 

La  colonne  di  agar  neutro  rimangono  a  contatto  della  mucosa 
dello  stomaco  dei  vari  pesci  per  un  periodo  da  12  a  24  ore;  in 
questa  maniera  tutti  gli  enzimi  e  i  proenzimi  si  disperdono  nel- 
r  agar. 
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Allontanate  queste  piccole  colonne  di  gelatina  dalla  mucosa  dello 
stomaco,  si  riducono  in  pezzettini  e  si  mescolano  con  3  cmc.  di  una 
soluzione  0.4  %  di  HCl. 

Si  versa  questa  sospensione  in  piccoli  flaconi  e  vi  si  mettono  dentro, 
per  ognuno,  due  tubi  capillari  cilindrici  (Mett-Fermi)  contenenti  siero 
di  sangue  coagulato  (Glàssner  è  stato  il  primo  a  riconoscere  per  queste 
ricerche  la  superiorità  del  siero  di  sangue  sulla  albumina  d'uovo). 
Dopo  averli  lasciati  a  contatto  con  questa  sospensione  di  agar,  al 
massimo  per  dipci  ore  alla  temperatura  di  36",  si  determina  con  una 
scala  graduata  in  millimetri  la  quantità  di  sostanza  digerita  alle  due 
estremità  delle  piccole  colonne  di  siero  di  sangue,  poi  si  rimettono 
queste  nel  liquido  e  si  riprendono  a  misurare  qualche  ora  dopo.  Da 
quanto  ha  dimostrato  Hamburger,  Pagar  che  è  nel  liquido  non 
ostacola  affatto  l'azione  della  pepsina,  in  questo  caso,  sul  siero  di 
sangue. 

Nel  lavoro  dello  Yung  (1899)  (1)  si  trovano  riportate  tutte  le  ricerche 
anteriori  a  questa  data  eseguite  sopra  gli  enzimi  delio  stomaco  dei 
pesci.  Yung  e  Sellier  (2)  sostennero  contemporaneamente  (1899)  che  l'en- 
zima dello  stomaco  dei  sciaci,  capace  di  scindere  l'albumina,  era  iden- 
tico alla  pepsina  dei  vertebrati  superiori.  Mentre  invece  negli  ultimi 
tempi  Hammarsten  (3)  (basandosi  sopra  ricerche  fatte  con  infuso  di  sto- 
maco di  Esox  lucius,  tenuto  a  temperatura  di  stufa  in  presenza  di 
una  soluzione  0.2  %  di  HCl;  questo  si  scinde  facilmente  e  si  anni- 
chilisce molto  presto  la  sua  funzione  ed  azione)  sostenne  appunto 
che  nei  pesci  la  pepsina  non  è  completamente  identica  a  quella  dei 
vertebrati  superiori,  perchè  in  questo  caso  non  si  avvera  una  tale  scis- 
sione dell'albumina.  M.  van  Herwerden,  ricercando  la  proprietà  peptica 
sia  del  succo  gastrico,  come  anche  dell'estratto  della  mucosa  gastrica 
dei  sciaci  in  presenza  di  HCl  0.5  %,  confermò  quanto  aveva  vistolo 
Yung,  che  cioè  l'albumina  di  uovo  di  pollo  è  molto  lentamente  dige- 
rita, ed  adoperò  perciò  per  ricerche  quantitative  i  tubi  di  Mett  riem- 
piti di  siero  di  sangue  coagulato  e  per  ricerche  qualitative  la  fibrina 
(contemporaneamente  faceva  anche  delle  prove  di  controllo  con  so- 
luzioni di  HCl  senza  estratto  e  con  estratto  di  mucosa  gastrica  bollito). 

Occorre  che  adesso  ci  soffermiamo,  sia  pure  molto  brevemente,  a 
studiare  l'influenza  che  ha  la  reazione  (acida-alcalina)  e  sino  a  qual 
grado  può  esplicarla  e  così  anche  la  temperatura  sopra  la  digestione 


(1)  Archives  de  Zoologie  expérimentale  1899. 

(2)  Travaux  des  laboratoires  d'Arcachon  1899,  p.  93. 

(3)  Hoppe-Seyler's  Zeitschrift  f,  physiologische  Chemie.  Bd.  56, 1908,  S.  47. 
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peptica:  naturalmente  anche  qui  riferirò  solo  i  lavori  principali  senza 
perdermi  in  inutili  dettagli.  Esistono  dei  fatti  molto  contradditori 
in  questo  campo.  Secondo  Ch.  Richet  la  digestione  peptica  si  pro- 
duce più  facilmente  in  soluzioni  acide  che  contengono  il  10,  il  15  e 
anche  il  20  7oo  di  HCl  che  in  soluzioni  contenenti  1'  1,  l'I. 5,  il  2  %o 
(egli  trovò  che  l'acidità  del  succo  gastrico  di  alcuni  pesci  al  momento 
della  digestione  in  alcune  specie  si  elevava  al  15  °/oo). 

E.  Yung  fissa  al  7  "Zoo  la  soluzione  di  HCl  pili  favorevole  alla  dis- 
soluzione della  fibrina. 

Sellier  che  fece  esperienze  sopra  molti  selaci  e  teleostei  trovò  delle 
cifre  molto  variabili,  per  quanto  riguarda  l'acidità  totale  (nello  ScyU 
lium  canicula,  che  è  stato  anche  argomento  del  nostro  studio,  dal  6 
all' 11.6  °/oo).  Non  potè  mai  riscontrare  HCl  libero,  quantunque  ri- 
cercato col  dimetilammidoazobenzol;  la  reazione  lattica  era  sempre 
negativa. 

M.  van  Herwerden,  che  raccolse  nel  suo  lavoro  tutte  le  osserva- 
zioni fatte  dai  vari  autori  aopra  l'acidità  del  succo  gastrico  nei  pesci, 
vide  che,  nello  Scyllium,  Voptimum  dell'azione  della  pepsina  si  aveva 
ad  una  acidità  di  0.5-1  %  di  HCl;  anche  con  una  soluzione  al  2  % 
l'enzima  era  ancora  attivo,  mentre  invece  HCl  al  4  %  in  Heptanchus 
ostacolava  l'azione  dell'enzima.  Notò  inoltre  che  l'acido  lattico  (con- 
ferma della  osservazione  di  Weinland)  e  così  anche  l'acido  acetico 
possono  sostituire  molto  bene  l' HCl. 

La  stessa  autrice  partendo  da  una  idea  di  Weinland  che  nel  succo 
gastrico  di  Scyllmm  che  reagisce  così  acido,  vi  fosse  un  acido  orga- 
nico, vi  trovò,  distillando,  acido  formico.  Tutti  i  selaci  studiati  det- 
tero reazione  acida  del  contenuto  gastrico,  meno  due  esemplari  di  Raja 
che  l'avevano  alcalina. 

M.  van  Herwerden,  che  si  occupò  di  studiare  anche  il  succo  ga- 
strico dei  teleostei,  vide  che  in  alcuni  di  questi  la  reazione  era  acida 
(fra  questi  Conger  e  Box  che  sono  stati  oggetto  del  mio  studio),  in 
altri  alcalina  ed  in  altri  infine  neutra. 

In  tutti  i  teleostei  da  questa  studiati,  non  venivano  digeriti,  op- 
pure se  lo  erano,  avveniva  ciò  solo  in  minima  parte,  i  tubetti  ri- 
pieni di  siero  di  sangue,  dagli  estratti  di  mucosa  gastrica.  Fa  dipen- 
dere ciò  da  un  fatto  constatato  già  da  Hammarsten  aéìVEsox  lucius, 
ossia  dalla  reazione  acida  e  dalla  temperatura  della  stufa.  Mentre  la 
fibrina  in  presenza  di  una  soluzione  al  0.2  %  di  HCl  veniva  manife- 
stamente digerita  (ciò  non  è  una  contraddizione,  perchè,  come  si  sa 
dalle  osservazioni  di  vari  autori,  la  fibrina  viene  sempre  molto  più 
facilmente  digerita  rispetto  al  siero  di  sangue). 
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Istituì  anche  delle  ricerche  topografiche  sopra  la  digestione  delle 
varie  parti  della  mucosa  stomacale  di  Scyllium  canicula  e  vide  che 
mentre  in  una  soluzione  0.5  %  di  HCl,  alla  temperatura  di  36°,  la 
Pars  cardiaca  era  completamente  digerita  in  un'ora,  una  uguale  por- 
zione di  Pars  pylorica  in  cinque  ore  dava  solo  un  minimo  segno  di 
digestione. 

Dobbiamo  ora  occuparci  di  un  altro  fattole  per  il  quale  esistono 
ancora  dei  fatti  molto  contradditori  fra  di  loro;  intendo  appunto  qui 
parlare  della  influenza  della  temperatura  sopra  l'azione  della  pepsina 
nella  digestione  dei  pesci. 

Prima  Murisier  (1)  e  poi  Hoppe-Seyler  (2)  trovarono  che  la  tem- 
peratura del  massimo  di  azione  della  pepsina  nell'estratto  stomacale 
dei  pesci  è  compresa  fra  10°-15°  C. 

Ch.  Richet  anche  dice  che  la  pepsina  degli  squali  è  energica  ad  una 
temperatura  che  oscilla  fra  20°- 40°  C. 

Yung  invece  constatò  in  questi  stessi  animali  che  la  dissoluzione 
dell'albumina  è  più  rapida  a  38°  che  a  17°.  Sellier,  che  si  occupò  a 
lungo  di  vedere  l'influenza  della  temperatura  sull'azione  digerente 
della  pepsina  dello  stomaco  di  vari  pesci,  giunse  alla  conclusione 
che  più  la  temperatura  è  bassa  molto  minore  è  l' attività  dige- 
rente (a  14"  la  digestione  è  più  lenta,  di  quello  che  si  supponeva 
comunemente). 

Il  massimo  di  azione  è  a  50°,  il  fermento  è  ancora  attivo  a  60°, 
è  definitivamente  distrutto  verso  i  70"  ed  anche  vicino  a  0°  il  fer- 
mento è  poco  attivo.  Sellier  ritiene  inoltre  che  non  è  il  caso  di  at- 
tribuire alla  pepsina  dei  pesci  delle  proprietà  speciali  che  la  facciano 
distinguere  da  quella  degli  animali  superiori.  Sellier  esegui  le  sue 
ricerche  sopra  la  pepsina  pura  (che  isolava  con  procedimenti  speciali 
dalla  mucosa  gastrica  dei  vari  pesci)  essiccata  a  35°  e  che  faceva  poi 
agire  sopra  la  fibrina  del  sangue. 

Aggiungeva  poi,  come  faceva  A.  Petit,  HNO:j  goccia  a  goccia: 
metodo  questo  abbastanza  baono,  perchè  indica  la  fine  del  fenomeno 
digestivo. 

Nel  decorso  delle  mie  esperienze,  per  studiare  l'azione  digestiva 
della  pepsina  dei  vari  pesci,  portai  sempre  i  tubi  contenenti  le  rela- 
tive soluzioni  con  dentro  i  tubetti  di  siero  di  sangue  alla  tempera- 
tura di  stufa  a  36°-37°  C. 


(1)  (2)  citati  da  Yung.  Archives  de  Zoologie  expérimentale  1899. 
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Scyllium  catulus  (1). 


la  gelatina-a 
garè  rimasta 
a  contatto  di 
mucosa  ore 


Temperatura 
in  gradi  Cel- 
sius  alla 
quale  stanno 
i  tubi  di 
Mett-Fermi 


Digestione  del 
siero  di  san- 
gue dei  tubi 
dopo  ore 


Millimetri  di  siero  di  sangue  coagulato 
digerito  nei  due  tubetti  (mm.). 

Regione  stomacale  (1) 
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7-  7 

8-  8 
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La  gelatina  a- 
gar  è  rimasta 
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in  gradi  Cel- 
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siero  di  san- 

Millimetri di  siero  di  sangue  coagulato 
digerito  nel  due  tubetti  (mm.) 

© 

a 
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i  tubi  di 
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Regione  stomacale  (1) 
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Mett-Fermi 

dopo  ore 

1           1            2            1  3 
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V 
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Scyllium  canicula  (1). 


24 
23.30 

19.2) 
19.25 
24 


36^ 

36'^ 

37° 
37° 
37° 


2.45 

8-10 

15-15 

4-4 

24 

9-9 

tutto  digerito 

5-5 
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12-12 
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5-6 

25 

7-8 
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4-5 

Box  salpa  (1). 

tutto  digerito 


23.35 
23.40 

48 


15-15 
10-15 


18-18.5 
12.5-14 
15-18 


17.9-18.5 
12-14 
9-10 


Conger  vulgaris  (2), 


1 

18.40 

37° 

5.50 

0-15 

5-15 

15-15 

2 

18.40 

37° 

5.50 

5-16 

15-18 

tutto  diger. 

(1)  La  regione  1  corrisponde  al  cardias,  la  2  al  fondo  dello  stomaco,  la  3 
al  piloro. 

(2)  La  regione  1  corrisponde  alla  regione  cardias-pilorica,  la  2  alla  metà 
dello  stomaco,  la  3  al  fondo  dello  stomaco. 


201 


Da  queste  esperienze  riguardanti  la  distribuzione  topografica  della 
pepsina  (pepsinogeno  incluso)  si  conclude  che  negli  Scyllium  {catulus 
e  canicula)  e  nel  Box  {salpa)  si  trova  maggiore  quantità  di  fermento 
nella  regione  mediana  dello  stomaco,  (2)  quindi  nella  regione  del  car- 
dias (1)  ed  infine  nella  regione  pilorica  (3)  in  minore  quantità.  Nel 
Conger  (vulgaris)  invece,  maggior  quantità  di  pepsina  si  localizza  nella 
regione  3,  che  forma  il  cui  di  sacco  dello  stomaco  e  va  poi  dimi- 
nuendo gradatamente  verso  le  regioni  superiori  (2-1)  dove  si  trovano 
il  cardias  ed  il  piloro. 

Biologicamente  questa  distinzione  così  caratteristica  è  della  mas- 
sima importanza,  perchè  maggiore  quantità  di  pepsina  (pepsinogeno 
incluso)  si  ritrova  in  quelle  regioni  dello  stomaco  dove  più  a  lungo 
debbono  soggiornare  gli  alimenti  (negli  Scyllium  e  nel  Box  appunto 
nella  regione  mediana  dello  stomaco,  nel  Conger  nel  fondo  di  questo). 
Minore  quantità  viceversa  è  localizzata  in  quelle  regioni,  dove  gli  ali- 
menti si  trovano  solo  di  passaggio  e  quindi  non  vi  soggiornano  a 
lungo. 

II.  —  Ciiìmosina  -  Prochimoslaa. 

Fermento  del  quaglio.  —  Il  processo  di  estrazione  di  questo  fer- 
mento dalla  mucosa,  con  gelatina-agar,  è  uguale  a  quello  adoperato 
per  la  pepsina.  Dopo  che  i  cubi  dell'agar  neutro  erano  rimasti  al- 
meno otto  ore  a  contatto  della  mucosa  venivano  finamente  tritu- 
rati, si  aggiungeva  ^  cmc.  di  HCl  al  0.4  %  e  IO  cmc.  di  latte.  Dopo 
ciò  il  tubo  si  portava  in  un  bagno  d'acqua  a  37°.5  C.  Ed  ogni  mezzo 
minuto  si  notavano  quei  tubi,  dove  il  latte  era  coagulato. 

SuUivan  (1)  non  ha  potuto  mai  constatare  fermento  coagulante 
del  latte  nel  succo  gastrico  a  reazione  neutra  dei  sciaci  da  lui  stu- 
diati. 

Mentre  invece  la  van  Herwerden,  in  tutti  i  selaci  da  essa  studiati, 
lo  riscontrò  costantemente  nell'estratto  deUa  loro  mucosa  stomacale 
con  reazione  neutra  o  debolmente  acida. 

Hamburger  ha  visto,  col  suo  metodo  più  volte  rammentato,  nello 
stomaco  di  porco,  che  la  distribuzione  della  chimosina  (inclusa  la 
prochimosina)  è  simile  a  quella  della  pepsina  (inclusa  la  prope- 
psina). Ed  in  questo  non  fece  che  confermare  le  ricerche  di  Nencki 


(1)  U.  S.  Bureau  of  Fisheries  Bull.  1907,  voi.  27. 
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e  Sieber  (1),  di  Pekelharing  (2),  di  Pawlow  e  Parastschuk  (3),  di  Sa- 
wjalow  (4). 

Riporto  sotto  forma  di  tabella  i  risultati  delle  mie  esperienze  ese- 
guite sperimentando  sul  fermento  del  quaglio  nello  stomaco  dei  vari 
pesci,  col  metodo  sopra  descritto. 


Coagulazione  visibile  in  minuti. 


o 

Nella  Kegione 

NOME  DEL  PESCE 

8 

& 

1 

2 

3 

1 

2-2  y. 

1-1  1^ 

2  i.'2-3 

6 

2 

1 

3  ^2 

3 

2  Yn 

1 

3 

3 

2  1/2 

1 

3  14 

1 

15 

7  V, 

20 

3 

3  14 

2  % 

1 

Le  mie  esperienze  sul  fermento  del  quaglio  nei  pesci  vengono 
quindi  a  confermare,  quanto  era  stato  visto  da  altri  autori  in  altri 
animali  :  ossia  la  topografia  della  chimosina  corrisponde  perfettamente 
a  quella  della  pepsina. 


III.  —  Fermento  lipolitico. 

Si  mettono  sulla  mucosa  i  soliti  tubetti  di  gelatina-agar.  Dopo 
che  questi  sono  rimasti  almeno  48  ore  a  contatto,  vengono  fina- 
mente triturati  ;  si  estraggono  poi  con  10  cmc.  di  NaFl  al  2  %  e  si 
filtra.  La  ricerca  quantitativa  del  fermento  lipolitico  si  faceva  col 
metodo  di  Hanriot  (5),  ossia  colla  monobutirina.  Si  mescolano  in  un 


(1)  Hoppe-Seylbr's  Zeitschrift  f .  physiologisehe  Chemie  Bd.  32, 1911,  s.  291. 

(2)  Ibidem,  Bd.  35,  1902,  s.  8. 

(3)  Ibidem,  Bd.  42,  1904,  s.  42. 

(4)  Ibidem,  Bd.  46,  1905,  s.  807. 

(5)  Archives  de  Pàysiologie,  T.  10-1898,  p.  797. 


tubetto  10  cmc.  di  una  soluzione  acquosa  neutra  di  monobutirina 
all'I  %  con  5  cmc.  di  filtrato. 

Si  mette  in  stufa  a  36°  e,  dopo  un  determinato  numero  di  ore,  si 
titola  il  filtrato  con  una  soluzione  NaOH  n  IO,  prendendo  come  indi- 
catore la  fenolftaleina  per  vedere  l'acido  che  si  è  formato.  Si  rimette 
di  nuovo  il  tubetto  nella  stufa  e,  dopo  altre  ore,  si  titola  di  nuovo 
colla  solita  soluzione  di  soda  per  vedere  il  nuovo  acido  che  si  è 
formato. 

E  così  di  seguito  fino  a  che  non  si  ottiene  più  alcuna  reazione  acida. 

Rimane  cosa  oramai  stabilita  che  un  tale  fermento  esista  nello 
stomaco  e  che  non  vi  passi  dal  pancreas,  e  sembra  che  Marcet(l)  sia 
stato  il  primo  a  scoprire  la  funzione  della  mucosa  gastrica  di  scin- 
dere i  grassi.  Indubbiamente  però  è  stato  Volhard  (2)  ad  approfondire 
di  molto  questo  argomento,  sopra  cioè  la  funzione  lipolitica  del  succo 
gastrico,  specialmente  dal  lato  clinico  e  con  un  metodo  sperimentale 
abbastanza  preciso. 

Ricerche  sul  fermento  lipolitico  dei  pesci  le  dobbiamo  ad  M.  van 
Herwerden,  colle  quali  stabili  che  esiste  un  fermento  scissore  dei  grassi 
sia  nello  stomaco  dei  sciaci  come  anche  dei  teleostei.  Adoperava  una 
soluzione  glicerica  della  mucosa  stomacale  che  metteva  poi  a  con- 
tatto colla  soluzione  di  monobutirina,  portava  in  stufa  a  38°  e  neu- 
tralizzava poi  l'acido  formato  con  una  soluzione  ìi/lO  NaOH.  Nei  selaci 
occorrevano  1.35  cmc.  di  n/lO  NaOH,  per  poter  neutralizzare  l'acido 
formato,  mentre  coU'estratto  glicerico  bollito  ne  bastava  0.1  cmc.  In 
un  altro  punto  (S.  492)  però  dice  che  <<  immer  negativ  waren  die 
Resultate  mit  gekochtem  Extrakt  ».  Non  trovò  enzima  lipolitico  in 
un  embrione  di  Acanthias.  Nei  teleostei  anche  c'è  una  riduzione  ma- 
nifesta della  monobutirina.  Per  quanto  riguarda  poi  la  topografia  di 
questo  enzima  lipolitico,  la  Pars  cardiaca  ne  era  più  ricca  della  Pars 
pylorica.  Anche  nello  stomaco  dei  vertebrati  supariori  avvengono, 
sembra,  gli  stessi  fatti,  perchè  Benech  e  Guyot  (3)  nello  stomaco  di 
cavallo  videro  che  la  Pars  cardiaca  scindeva  monobutirina  per  due 
volte  rispetto  ad  una  uguale  superficie  di  Pars  pylorica.  M.  van  Her- 
werden non  potè  mai  constatare  «  S.  i92:  eine  lipolytische  Wirkung 
in  Extiakten  der  Darmmuskulatur  ». 

Per  quanto  riguarda  poi  l'influenza  degli  acidi  e  degli  alcali  sopra 
questo  fermento,  l'azione  ne  viene  impedita  da  ambedue  ;  a  parità 


(1)  Ttie  med.  Time  and  Gazette.  New  Series,  voi.  18.  1858. 

(2)  Zeitschrift  f.  klin,  Med.,  Bd.  42.  1901.  s.  414. 

(3)  C.  E.  Soc.  Biologie  T.  55,  1903.  p.  994. 
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di  concentrazione,  più  dagli  alcali  che  dagli  acidi.  Da  ciò  conclude 
che,  almeno  nei  sciaci,  al  culmine  della  digestione  peptica  manca  o 
è  minima  la  lipolisi. 


NOME  DEL  PESCE 

Numero 

O 

_o 

indicato 
di  solii/ì 

2 

aOH  N/10  per  neutralizzare  il  liquido 
re  :  Fenolftaleina)  contenente  10  Cmc. 
ane  di  monobutirina  dopo  ore  : 
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2 
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2 

2 
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3 

0.2 
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Dalle  mie  esperienze  si  traggono  diflferenti  conclusioni  riguardo  al 
fermento  lipolitico  a  seconda  dei  pesci  che  sono  stati  sperimentati. 
Nei  selaci  {Scyllium  catulus  e  canicula),  come  anche  nel  Box  salpa. 
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l'azione  del  fermento  lipolitico  va  diminuendo,  procedendo  dalla  re- 
gione del  cardias  verso  la  regione  pilorica.  E  in  ciò  vengono  ad  essere 
confermati  i  risultati  che  ottenne  van  Herwerden  ricercando  questo 
enzima  sia  nei  sciaci  come  anche  nei  teleostei. 

Nel  Conger  invece,  dove  la  costituzione  dello  stomaco  è  differente 
da  quella  dei  pesci,  dei  quali  ora  abbiamo  tenuto  parola,  assumendo 
la  forma  di  un  vero  e  proprio  cui  di  sacco,  la  quantità  del  fermento 
va  aumentando  man  mano  che  si  procede  verso  il  fondo  dello  sto- 
maco. 

IV.  —  Fermento  amilolitieo. 

Per  vedere  se  c'è  fermento  amilolitieo  nella  mucosa  gastrica,  si 
ricopre  questa  con  tubetti  di  gelatina  agar  semplice,  dopo  averla 
diligentemente  lavata  con  acqua  di  mare  per  allontanare  tutto  il 
muco.  La  gelatina  si  lascia  almeno  48  ore  a  contatto  della  mucosa, 
poi  questi  tubetti  si  triturano  ben  bene,  si  estrae  poi  con  una  solu- 
zione di  NaFl  2%  e  si  filtra;  nel  filtrato  poi  si  fa  la  ricerca  del  fer- 
mento amilolitieo,  per  la  quale  fu  adoperato  il  processo  di  Dolinski- 
Walther.  Si  prendono  dei  piccoli  tubi  di  vetro  del  diametro  interno 
di  mm.  1,5.  Dopo  averh  lavati  accuratamente  con  H^SO^,  H^O,  alcool 
ed  etere  e  quindi  disseccati,  si  riempiono,  per  aspirazione,  con  una  so- 
luzione di  fecola  di  patate,  colorata  in  violetto,  che  si  ottiene  bollendo 
a  bagnomaria  due  grammi  di  fecola  in  20  cmc.  di  H^O  coll'aggiunta 
di  3  cmc.  di  una  soluzione  concentrata  di  violetto  di  metile.  L'espe- 
rienza si  fa  alla  temperatura  ordinaria  ed  i  tubi  si  immergono  solo 
per  una  estremità.  Si  mettono  20  goccie  del  succo  che  deve  esami- 
narsi a  contatto  del  tubetto  di  vetro  contenente  1'  amido  e  si  nota 
la  lunghezza  dell'amido  che  è  digerito  dopo  30'  ed  ore  1-3-5.  Si  fa 
anche  la  stessa  esperienza  adoperando  l'estratto  bollito. 

M.  van  Herwerden  ha  visto  che  manca  assolutamente  un  enzima 
diastatico  nell'estratto  acido  della  mucosa  stomacale  dello  Scyllium. 
Metteva  amido  in  acqua  di  mare  e  l'introduceva  poi  con  una  sonda 
nello  stomaco;  ritirato  dopo  qualciie  ora  con  una  sonda,  in  questo 
succo  non  ritrovò  mai  uno  zucchero  riducente.  Anche  il  glicogeno  in 
acqua  di  mare,  introdotto  nello  stomaco,  non  dava  poi  alcuna  ridu- 
zione col  liquido  di  Fehling.  Anche  Richet  e  Yung  ebbero  antece- 
dentemente risultati  negativi  sopra  l'azione  del  succo  gastrico  di  se- 
laci  sopra  l'amido. 

Weinland  anche  eseguì  delle  ricerche  in  proposito  in  diversi  selaci. 
Egli  potè  trovare  un  enzima  diastatico  nel  succo  gastrico  alcalino  di 
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Raja,  così  anche  nell'estratto  della  mucosa  che  aveva  reazione  alca- 
lina ed  inoltre  negli  ef;tratti  della  mucosa  di  Faja  tenute  digiune 
(perchè  sembra  così  allontanata  la  possibile  presenza  dell'enzima  diasta- 
tico  dell'alimento  dei  crostacei).  A  questo  proposito  la  v.  Herwerden 
non  trovò  mai  questo  fermento  in  tali  animali  che  avevano  una 
reazione  acida  del  succo  gastrico.  Solo  in  uno  stomaco  di  Muatelus 
vulgaris,  durante  la  digestione  dei  crostacei,  potè  trovare  un  fermento 
amilolitico  :  è  dubbio  però  se  venisse  dagli  alimenti. 

Per  quanto  riguarda  i  risultati  da  me  ottenuti,  non  ho  mai  riscon- 
trato, coi  metodi  da  me  adoperati,  presenza  di  fermento  amilolitico 
sia  nei  selaci  come  nei  teleostei  che  furono  argomento  delle  mie  ri- 
cerche. 

V.  Fermento  inversivo. 

^Anche  per  la  ricerca  di  questo  e  per  l'estrazione  dalla  mucosa  si 
adopera  lo  stesso  procedimento  che  per  il  fermento  amilolitico.  II 
filtrato  si  fa  agire  sopra  una  soluzione  di  saccarosio  in  presenza  di 
toluolo  alla  temperatura  di  30°  C.  Eliminate  le  sostanze  albumi- 
nose, precipitandole  con  acido  nitrico,  si  filtra,  e  nel  filtrato  si 
ricerca  lo  zucchero  con  le  reazioni  di  Trommer  e  di  Bottger. 

Ebbene  queste  reazioni  riuscirono  sempre  negative,  ciò  che  sta  a 
dimostrarci  che  nella  mucosa  gastrica,  almeno  dei  pesci  da  me  ape 
rimentati,  non  esiste  fermento  inversivo. 

Fermenti  dell'intestino. 

I.  —  Enterochinasi. 

Si  ricopre  la  mucosa  intestinale  con  tubetti  di  agar  semplice 
e  vi  si  lasciano  per  24  ore  a  contatto,  poi  si  triturano  e  si  estrag- 
gono con  tre  cmc.  di  NaFl  al  2  %  e  quindi  si  filtra.  Si  aggiungono 
poi  a  2  cmc.  di  succo  pancreatico  diluito  [questo  succo  si  ottiene 
triturando  molto  bene  il  pancreas  di  un  selacio  {Scyllium,  Tor- 
pedo),  oppure  l'epato-pancreas  di  un  teleosteo  {Gonger,  Box)  con  una 
soluzione  di  Na  Fi  al  2  %  :  questa  espressione  viene  poi  filtrata]. 
Vi  si  mettono  (come  per  la  ricerca  del  fermento  proteolitico)  due 
tubi  capillari  di  gelatina  al  25  %  colorata  col  violetto  di  metile  e  si 
portano  poi  alla  stufa  a  30°  :  si  vede  la  quantità  della  gelatina  che 
viene  ad  essere  digerita  nei  tubi  nello  spazio  di  ore  3,  8,  20,  24,  36.. 
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Per  fare  contemporaneamente  anche  una  prova  di  controllo  si 
mettono  2  cmc.  di  filtrato  di  agar  in  6  cmc.  di  una  soluzione  2% 
di  NaFl  invece  del  liquido  pancreatico  :  la  gelatina  dei  due  tubetti 
che  vi  si  mettono  dentro  viene  digerita  nello  spazio  di  19-44  ore. 

In  vari  animali  vertebrati  Chepowalnikow  (1),  Delezenne  (1), 
Frouin  (1)  e  Falloise  (1),  Hamburger  hanno  visto  che  l'enterochinasi 
va  diminuendo  nell'intestino  di  questi  gradualmente  dall'alto  in  basso. 


Quantità  di  gelatina  digerita  in  mm.  dopo  48  ore. 


NOME  DEL  PESCE 

s 

a 

Regione  intestinale  (1) 

la 

1 

2 

2-3 

3 

4-6 

1 

8.3 

7.1 

4.2 

3 

9.5 

7.1 

5.1 

5 

9.5 

8.9 

5.8 

7 

8.5 

6.8 

5.4 

9 

9:8 

7.5 

6.4 

1 

11.4 

6.2 

5.2 

5 

8.5 

6.4 

4.8 

7 

7.6 

5.8 

4.5 

9 

14.4 

10.6 

8.4 

1 

6 

5 

3 

2 

9 

6 

4.& 

3 

8.9 

7.5 

5,4 

4 

15 

12 

9.5 

1 

10 

8 

6 

5 

2 

9.5 

7.4 

6.3 

4.8 

3 

8.7 

8 

5.8 

4.5 

(1)  In  Scjfllinm  (catiiliis  e  caiiicula)  si  suppone  l'intestino  Siuddiviso  in 
3  regioni  in  lunghezza  uguali  fra  di  loro  (dal  duodeno  alla  regione  anale)  e 
in  Conger  e  Box  rispettivamente  in  5  regioni. 


(1)  Citati  da  Hamburger  loc.  cit.,  p.  438. 
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Dunque,  come  appare  bene  dalla  mia  tabella,  che  riassume  i  ri- 
sultati di  tutte  le  esperienze  in  proposito,  in  tutti  i  pesci  da  me  osser- 
vati si  avvera  quanto  si  osserva  negli  altri  vertebrati,  che  cioè  l'ente- 
rochinasi  va  diminuendo  dall'alto  in  basso  nel  tubo  intestinale,  dalla 
regione  duodenale  alla  regione  anale. 

II.  —  Erepsina  (1). 

Si  lasciano  stare  a  contatto  della  mucosa  intestinale  dei  vari  pesci 
per  48  ore  i  tubetti  di  gelatina-agar.  Passato  questo  tempo  si  tritu- 
rano e  si  mescolano  con  una  soluzione  di  NaFl  al  2  %  nella  quantità 
di  cmc.  10. 

Si  sa  che  l'azione  della  erepsina  coasiste  nel  potere  di  trasformare 
le  emoalbumosi  e  il  peptone  in  prodotti  che  non  dànno  la  reazione 
del  biurete. 

Vernon  (2)  su  questa  proprietà  ha  fondato  un  metodo  colorime- 
trico  per  determinare  il  grado  di  trasformazione  prodotto  dalla  ere- 
psina e  Falloise  (3)  ha  applicato  poi  questo  metodo  con  successo. 

In  piccoli  recipienti  della  capacità  di  10  cmc.  si  introducono 
9  cmc.  di  una  soluzione  filtrata  di  peptone  al  2  %  %  e  1  omc. 


(1)  Mi  piace  in  questo  punto  ricordare  che  non  è  stato  O.  Cohnheim, 
come  generalmente  si  crede,  e  come  viene  riportato  da  tutti  i  trattati  di 
fisiologia  e  di  chimica  fisiologica,  il  primo  a  scoprire  che  la  trasformazione 
dei  peptoni  nell'intestino  era  opera  di  un  enzima,  bensì  l'italiano  A.  Gap- 
pareli!,  professore  di  fisiologia  in  Catania.  Capparelli  sino  dal  gennaio  1899 
pubblicava  una  memoria:  Sulla  trasformasione  dei  peptoni  neW intestino 
(Atti  dell'Accademia  Grioenia  di  scienze  naturali  in  Catania,  voi.  XII,  se- 
rie V,  1899.  Memoria  YII,  Estratto  p.  1-15),  dove  appunto  molto  chiara- 
mente si  esprime,  sopratutto  nelle  conclusioni  finali  del  suo  lavoro  (pag.  14-15), 
che  cioè  il  prodotto  finale  della  digestione  dei  prodotti  albuminoitii  nell'in- 
testino non  è  il  peptone  e  che  la  trasformazione  dei  peptoni  in  questo  nuovo 
corpo  è  opera  di  enzimi.  Solo  tre  anni  più  tardi  O.  Cohnheim,  nel  1901, 
pubblicò  la  sua  memoria  in  proposito:  O.  Cohnheim.  Umwandlnng  des  Ein  eisses 
durcli  die  Darmwand  (Hoppe-Seyler's  Zeitschrift  fiir  physiologische  Chemie, 
Ed.  33,  1901,  S.  451-465),  senza  tenere  nffatto  conto  in  questa  dei  lavori  di 
Capparelli,  ed  ebbe  l'unico  merito  di  aver  dato  il  nome  (S.  460)  di  »  Erepsin  » 
al  fermento  capace  di  scindere  le  sostanze  albuminose  nel  tratto  intestinale. 
Da  ciò  quindi  si  conclude  in  modo  non  dubbio  che  A.  Capparelli  è  stato 
il  primo  a  provare  che  la  trasformazione  dei  peptoni  nell'intestino  è  opera 
di  un  enzima  e  che  O.  Cohnheim,  molto  tempo  dopo,  ha  confermato  queste 
ricerche  ed  ha  dato  un  nome  {Erepsin)  a  questo  speciale  enzima. 

(2)  Journal  of  Physiology.  Voi.  30,  1903.  p.  30. 

(3)  Archives  internationales  de  Physiologie.  Voi.  2,  1903-904,  p.  299. 
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del  filtrato  agar  intestinale.  Si  aggiungono  10  goccie  di  toluolo,  si 
agita  vivamente  e  si  mette  alla  stufa  a  30°  chiudendo  ermeticamente 
i  tubi.  In  un  tubetto  testimonio  si  introduce  del  filtrato  agar  inte- 
stinale bollito.  Si  lasciano  quattro  giorni  nella  stufa.  Si  applica  poi 
il  metodo  colorimetrico  di  Vernon  :  una  soluzione  di  CuSO^  si  tratta 
con  una  soluzione  di  NaOH,  si  aggiunge  a  questo  liquido  una  solu- 
zione di  peptone  filtrata  e  titolata  al  2  %  e  si  tiene  questa  come 
liquido  campione,  che  assume  subito  un  colorito  rosso  violaceo. 

Alla  stessa  quantità  della  soluzione  di  CuSO^  e  di  NaOH  si  unisce 
la  stessa  quantità  anche  del  liquido,  nel  quale  si  vuol  ricercare  la 
erepsina  e  che  era  mantenuto  alla  stufa.  Più  la  soluzione  di  peptone 
adoperata  si  trasforma  con  l'erepsina,  più  la  caratteristica  colorazione 
rosso-violacea  è  debole.  Si  tien  conto  della  quantità  di  acqua  neces- 
saria per  diluire  il  liquido  campione,  perchè  dia  la  colorazione  viola- 
cea ottenuta  coU'erepsina  :  si  fa  poi  la  proporzione  percentuale.  Per 
avere  una  esattezza  scrupolosa  nel  dosaggio  io  propongo  di  usare  il 
colorimetro  od  anche  meglio  lo  spettrofotometro,  dopo  aver  determi- 
nato con  questo  apparecchio  le  caratteristiche  strie  di  assorbimento. 

I  cubetti  di  gelatina  agar  furono  messi  nelle  varie  regioni  intestinali 
in  numero  di  tre  nei  sciaci  e  nel  Conger,  perchè  hanno  un  intestino 
relativamente  breve,  mentre  in  numero  di  quattro  furono  messi  sulla 
mucosa  intestinale  del  Box  salpa.  Questo  pesce  avendo  un  intestino 
molto  più  lungo  degli  altri,  perchè  erbivoro,  poteva  essere  ricoperta  la 
mucosa  intestinale  con  un  maggior  numero  di  cubetti  di  gelatina  agar. 

Hamburger  nell'intestino  di  porco  ha  trovato,  col  suo  metodo,  mag- 
giore quantità  di  erepsina  nel  digiuno  e  nell'ileo  che  nel  duodeno. 
Falloise  nell'intestino  di  cane  ha  riscontrato  bensì  la  stessa  diffe- 
renza, ma  questa  era  assolutamente  minima:  forse  ciò  dipende  dalle 
due  specie  di  animali  impiegati. 


Quantità  %  della  soluzione  di  peptone  campione. 


NOME  DEL  PESCE 

o 
1 

Kegione  intestinale 

1 

2 

8 

Scyllium 

6 

65 

45 

35 

8 

50 

45 

35 

Scyllium 

6 

80 

60 

35 

1 

8 

70 

60 

50 

14 
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Segue  Quantità  %  della  soluzione  di  peptone  campione. 


NOME  DEL  PESCE 

Numero 

Regione  dell'intestino 

1 

2 

3 

4 

6 

o 
O 

60 

55 

60 

42 

35 

5 

75 

70 

40 

1 

55 

30 

25 

20 

2 

30 

20 

3 

5Ó 

30 

20 

Da  queste  esperienze  si  conclude  che  nei  pesci  la  quantità  di  ere- 
psina  va  aumentando  dal  duodeno  verso  la  regione  rettale. 


Sulla  importanza  della  determinazione  della  Resistenza 
elettrica  delle  aeque  e  sulla  relazione  tra  questa  e  la 
quantità  delle  sostanze  in  soluzione. 

Dott.  G.  BONAMARTINI. 

Nelle  analisi  delle  acque  oggi  non  si  può  fare  a  meno  dei  dati  sulla 
Resistenza  e  Conducibilità  elettrica  specifica  di  esse,  avendo  queste 
misure  una  importanza  grandissima,  sia  da  sole,  sia  messe  in  rela- 
zione colla  qualità  e  quantità  delle  sostanze  in  soluzione. 

Difatti  è  nota  la  importanza  che  ha  la  conducibilità  elettrica  nella 
conoscenza  di  un'acqua  potabile,  per  ciò  che  si  riferisce  alla  sua  ori- 
gine ed  al  percorso  sotterraneo  o  più  propriamente  alle  modificazioni 
alle  quali  va  soggetta  la  composizione  dell'acqua  per  cause  diverse 
ed  anche  accidentali.  È  nota  altresì  la  sensibilità  di  tal  mezzo  ed 
anche  la  praticità  delle  misurazioni,  le  quali  non  solo  non  offrono 
difficoltà,  ma  possono  essere  fatte  automaticamente  per  mezzo  di  ap- 
parecchi di  registrazione. 

Pleissner  nel  1903  pubblicava  il  risultato  di  numerose  sue  espe- 
rienze ed  affermava  che  il  metodo  elettrico,  comodo  e  rapido,  per- 
mette di  conoscere  l'apparizione  di  sostanze  che  possono  dare  so- 
spetto e  di  seguire  le  variazioni  della  composizione  delle  acque 
potabili  e  minerali. 

Per  le  acque  delle  sorgenti  dell' Avre  che  alimentano  Parigi  è  stato 
impiantato  già  fin  dal  1903  da  Dienert  un  servizio  di  sorveglianza 
con  lo  scopo  di  segnalare  le  perturbazioni  che  si  possono  manifestare 
in  un  momento  qualsiasi  nella  composizione  delle  acque.  Egli  ha  po- 
tuto accertare  il  passaggio  delle  acque  di  pioggia  nelle  acque  della 
sorgente  Cochepies  nella  vallata  della  Vanne  e  dell'  Ivone  perchè  coin- 
cideva un  aumento  della  resistenza  dell'acqua  colla  caduta  delle 
pioggie. 
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Per  le  acque  di  derivazione  dai  fiumi,  devo  accennare  allo  studio 
in  corso  da  due  anni  a  Firenze  per  opera  del  prof.  Gasperini,  il  quale 
già  possiede  un  rilevante  e  interessantissimo  materiale,  per  il  quale 
si  possono  seguire  nella  loro  circolazione  sotterranea  acque  di  diversa 
provenienza. 

Per  le  acque  minerali,  oltre  agli  studi  del  WalJenhofen  (acque 
di  Gastein),  Treadwell  (Zurigo),  Poelh,  Elevy  e  Flamm  (Russia), 
Nussi,  ecc.,  quello  di  MuUer  nel  1901  che  ha  dimostrato  come  fosse 
facilissimo,  mediante  la  conducibilità  e  resistenza  di  rilevare  rapida- 
mente le  variazioni  nella  quantità  dei  sali  in  soluzione  e  di  conoscere 
la  identità  di  origine  di  due  sorgenti  che  scaturiscono  in  vicinanza 
da  uno  stesso  terreno  quando  le  loro  acque  abbiano  lo  stesso  potere 
conduttivo. 

Oltre  a  ciò  molti  hanno  tentato  di  determinare  la  quantità  delle 
sostanze  saline  nelle  acque,  dalla  conducibilità  o  resistenza,  perchè 
fra  le  due  doveva  certo  esistere  una  relazione  strettissima,  almeno 
entro  certi  limiti  di  concentrazione.  E  nel  1897  compariva  uno  studio 
di  Lehnert  (1)  sul  potere  conduttivo  delle  acque  ordinarie,  nel  quale 
è  stato  utilmente  tentato  di  risalire  dalla  resistenza  specifica  alla 
quantità  del  residuo  fisso  di  un'acqua,  mediante  un  coefficiente  tro- 
vato sperimentalmente. 

Nel  1898  Kohlraush  e  Holborn  (2)  partendo  dal  fatto  che  il  po- 
tere conduttivo  equivalente  v  dei  diversi  elettrolisi  in  soluzione  di- 

luita  oscilla  intorno  a  100  e  che  la  concentrazione  r,  è  uguale  a  —, 

una  volta  noto  il  potere  conduttivo  /.  si  poteva  conoscere  la  concentra- 
zione, espressa  in  grammi  equivalenti  in  un  centimetro  cubico,  e  si 
poteva  avere  i  milligrammi  equivalenti  approssimativi  per  litro,  mol- 
tiplicando la  conducibilità  specifica  per  10,000  ohe  risulta  dal  pro- 
dotto        .  10". 

Nel  caso  di  acque  che  contengono  cloruri,  solfati,  carbonati,  ni- 
trati di  metalli  non  nobili,  si  può  avere  approssimativamente  la  loro 
quantità  in  milligrammi  per  litro,  moltiplicando  il  loro  potere  con- 
duttivo specifico  per  750,000:  (;'•  .  0.75  .  10°)  essendo  il  peso  equiva- 
lente sei  sali  suddetti  in  media  di  75.  Il  Lehnert  sopra  citato  aveva 
calcolato  55.  Levy  ed  Henriet  (3)  supposero  che  se  tra  la  resistenza 


(1)  Dissertazione  all'  Università  di  Erlangen,  1S97. 

(2)  Das  Lcilverniogen  der  Elektroljjte,  ecc.,  1898,  pag.  181. 

(3)  Annales  de  l'Observatoire  de  Montsouris,  1903. 
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elettrica  specifica,  offerta  da  un'acqua,  e  il  residuo  esiste  vera  pro- 
porzionalità, il  prodotto  tra  l'una  e  l'altra  dev'essere  una  costante  e 
perciò  si  otterrà  il  residuo  a  180°  dividendo  questo  costante  per 
la  Resistenza  elettrica  specifica.  La  costante  da  essi  determinata 
è  686,488. 

In  seguito,  la  stessa  questione  fu  studiata  da  Scala  (1),  il  quale  con- 
cluse, sulla  base  di  determinazioni  dirette  del  residuo  in  comparazione 
con  quelle  calcolate  dalla  resistenza  e  conducibilità  mediante  il  coeffi- 
ciente di  Lev^y  ed  Henriet  e  di  Kohlraush,  che  nella  maggioranza 
dei  casi  si  commette  un  errore  tra  il  trovato  ed  il  calcolato  che  non 
eccede  quello  di  ±:  5  al  quale  si  può  andare  incontro  nelle  determi- 
nazioni per  pesata.  Ed  osservava  ancora  ohe,  fintanto  che  la  que- 
stione non  fosse  più  completamente  studiata,  era  necessario  di  deter- 
minare i!  residuo  tanto  per  pesata,  quanto  calcolandolo  dalla  resistenza 
e  conducibilità,  perchè  questo  può  essere  di  conferma  e  dare  inoltre 
interessanti  indicazioni  sulla  qualità  dei  sali  in  soluzione. 

Con  questa  mia  nota  credo  di  portare  un  utile  contributo  ad  una 
questione  tanto  interessante  analiticamente  e  scientificamente  avendo 
avuto  modo  di  eseguire  un  numero  abbastanza  grande  di  analisi  di 
acque  (pili  di  200)  di  tipi  svariatissimi  di  cui  la  maggior  parte  non 
oltrepassava  l'I  "  oo  ^'  residuo  ed  avendo  a  disposizione  analisi  ese- 
guite nel  Laboratorio,  a  cui  appartengo,  nelle  quali  detto  residuo 
scende  fino  a  0.112%„. 

In  tutte  le  acque  furono  da  me  determinate  la  resistenza  elettrica 
specifica,  la  conducibilità,  il  residuo,  calcolandolo  dalla  resistenza  elet- 
trica specifica  e  fu  determinata  l'alcolinità  totale  in  Ca  CO^  serven- 
domi della  soluzione  N  di  HCl,  indicatore  il  metilorange.  Per  le 
determinazioni  di  conducibilità  mi  son  servito  dell'apparecchio  di 
Kolhraush  nel  modo  descritto  in  una  mia  nota  precedente,  operando 
sempre  alla  temperatura  di  25°.  Per  il  residuo  calcolato  ho  adope- 
rato il  coefficiente  di  Levy  ed  Henriet  che  meglio  risponde  per  quasi 
tutte  le  acque  esaminate;  ho  ritenuto  superfluo  calcolare  anche  col 
coefficiente  75  dalla  conducibilità  poiché  già  dal  residuo  calcolato  col 
Levy  si  può  dedurre  quale  sarebbe  se  si  fosse  fatto  con  quello  di  75; 
si  otterrebbero  cioè  numeri  anche  maggiori. 

Nella  tabella  1  sono  riportati  i  risultati  delle  determinazioni  più 
interessanti,  per  il  mio  scopo,  eseguite  su  più  che  200  campioni  di 
acque  potabili  e  non  potabili,  e  anche  minerali. 


(1)  Anaali  d'Igiono  sperimentale,  1907,  fase.  IV. 


214 


Nelle  prime  95  acque  ho  determinato  il  residuo  a  180"  da  potersi 
confrontare  con  quello  calcolato  dalla  resistenza,  inoltre  ho  fatto  la 
percentuale  del  residuo  calcolato  sul  trovato  (a  180°)  e  quella  della 
alcalinità  totale  calcolata  in  Ca  CO"  sul  residuo  trovato  (a  180").  Si 
intende  ohe  l'alcalinità  essendo  espressa  in  Ca  CO^,  la  percentuale  ha 
un  valore  soltanto  relativo,  ma  a  noi  questo  soltanto  interessa. 

Ho  portato  l'attenzione  sull'alcalinità,  perchè  già  precedentemente 
avevo  osservato  in  numerosissime  altre  analisi  che  ad  ogni  varia- 
zione di  resistenza  e  conducibilità  corrispondeva  quasi  costantemente 
una  variazione  nell'alcalinità  totale,  pur  rimanendo  spesso  intatte  le 
quantità  degli  altri  costituenti  più  importanti. 


215 


Tabella  I. 


Residuo 
in  100.000  parti 


100» 
106O 


180» 


W 

calcolato 

dalla 
resistenza 
elettrica 
specifica 

/oooo 

Alcalinità 

totale 
in 

Ca  CO^ 
/oooo 

Cloro 

0/ 

/oooo 

"/» 

del 
residuo 
calcolato 

lui 
trovato 

•/o 
dell'al- 
calinità 

sol 
residuo 
trovato 

0.0017752 

563 

3 

121.80 

37 

00 

7.799 

90.16 

27.40 

0.0011954 

836.5 

82.06 

28 

00 

6.406 

96.40 

32.09 

0.0020149 

496.3 

138.32 

46. 

00 

16.690 

106.10 

34.19 

0.0016101 

662.2 

103.66 

35 

25 

12.76 

106.70 

35.96 

0.0010402 

961 

3 

71.41 

28. 

50 

6,658 

104.03 

38.74 

0.0010120 

988 

1 

69.47 

26 

50 

6.494 

107  07 

39.30 

0.0011476 

871.4 

78.77 

29 

75 

3.899 

106. 

70 

39.81 

0. 0013694 

730.2 

94.01 

35 

60 

9.217 

106.40 

40.21 

0.0013666 

731.7 

93.82 

41 

00 

5.494 

99. 

80 

41.00 

0.0017109 

584.5 

117.44 

44 

25 

14.899 

109.07 

41.11 

0.0013490 

740.9 

92.65 

35 

90 

11.203 

108 

33 

41.97 

0.0014651 

687.2 

99.91 

40 

20 

10.103 

104 

60 

42.06 

0.0012562 

796 

0 

86.22 

35 

26 

4. 519 

102 

93 

42.08 

0.0012677 

796 

04 

86.34 

33^ 

5.565 

109 

29 

42.40 

0.0013276 

763 

o 

91.14 

36 

00 

8.330 

107 

37 

42.41 

0.00011406 

876 

7 

77.16 

31 

10 

6.912 

106 

6 

42.84 

0.0010402 

961 

3 

71.41 

28 

80 

3.899 

107 

48 

43.39 

0.0014581 

687 

2 

99.91 

40 

50 

10.270 

108 

78 

44.09 

0.0014492 

690 

0 

99.49 

40 

75 

7.090 

108 

04 

44.24 

0.0011782 

348 

6 

80.89 

32 

70 

6.026 

no 

80 

44.79 

0.0012322 

811 

6 

84.71 

36 

00 

6.290 

109 

50 

45.24 

0.0014585 

685 

6 

100.12 

41 

00 

15.952 

111 

14 

45.50 

0.1  011729 

861 

7 

80.60 

34 

.00 

6.203 

110 

9 

46.80 

0.0011266 

887 

6 

77.34 

33 

37 

4.785 

109 

23 

47.13 

0.0015842 

631 

2 

108.75 

46 

00 

15.066 

112 

62 

47. 64 

0.0014668 

682 

2 

100.62 

44 

.00 

11.344 

109 

36 

47.82 

0.0009145 

1082 

.5 

63.41 

27 

26 

5.211 

113.07 

48.59 

0.0011830 

846.3 

81. 2Ì 

36 

50 

8.862 

114.1 

49.91 

0.0011482 

870.9 

78.82 

36 

.60 

7.444 

109.7 

50.13 

0.0009980 

1O02.O 

68.51 

31 

.25 

4.431 

110.07 

50.20 

0, 0010736 

931.5 

73.69 

33 

.80 

4.317 

110.90 

1 

50.30 

1 

140.6 
89.36 

137.6 

100.96 
69.48 
66.40 
79.20 
90.92 
96.20 

112.24 
88.24 
99.60 
86.72 
83.16 
90.24 
74.28 
69.60 
96.00 
99.04 
78.00 
81.04 
91.20 
75.84 
74.48 

100.40 
96.72 
59.96 
73.84 
74.66 
68.08 
67.76 


136.2 
85.12 

131.6 
98.00 
68.40 
64.88 
74.72 
88.28 
94.00 

107.04 
85.52 
95.60 
83.76 
79.00 
84.88 
72.36 
66.44 
91.84 
92.08 
73.00 
77.36 
90.08 
72.64 
70.80 
96.56 
92.00 
56.08 
71.12 
71.80 
62.24 
66.44 
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Segue  Tabella  I. 


a 
•5 

hi 

B«sidao 
in  100.000  parti 

HiCSiduo 
calcolato 

Alcalinità 

Cloro 

»/ 
/oooo 

% 
del 

io 

dell'al- 

Numero d'o 

a 
100» 
105» 

a 

180" 

w 

dalla 
lesietenza 
elettr.ca 
specifica 

/oooo 

totale 

in 
Ca  CO^ 

/oooo 

residuo 

calculato 

Bui 

trovato 

calinità 

BUI 

residuo 
trovato 

32 

84.69 

78.84 

0.0012618 

792.8 

86.57 

40.00 

4.785 

109.80 

50.73 

33 

66.00 

64.56 

0. 0010195 

981.3 

69.95 

33.20 

5.140 

108.34 

61.42 

34 

87.32 

80.12 

0.0013241 

765.2 

90.90 

41.20 

14.605 

118, 46 

61.42 

35 

75.00 

70.40 

0.0011406 

876.7 

77.16 

36.60 

5.140 

109.60 

51.84 

36 

63.76 

52.00 

0.0084375 

1188.0 

57.78 

27.00 

3.490 

110.73 

51.92 

37 

53.84 

61.28 

0.0084964 

1169.9 

68.68 

27. (  0 

6.203 

114.43 

62.94 

38 

67.84 

56.16 

0.0087966 

1137.0 

60.37 

29.75 

1.049 

107.49 

52.97 

39 

80.36 

73,28 

0.0012178 

821.1 

83.60 

39.20 

7.338 

114.03 

63.49 

40 

70.80 

67.44 

0.001L161 

896.1 

76.60 

36.25 

7  976 

113.50 

53.75 

41 

56.00 

64.40 

0.000809C9 

1100.0 

62.40 

29.25 

4.076 

114  70 

53.76 

42 

52.44 

49.08 

O.O0C8239 

1213.7 

56.50 

24.50 

3.732 

115.1 

49.91 

43 

79.76 

75.92 

0.0011763 

850.1 

80.75 

41  00 

6.912 

106.36 

54.00 

44 

70.00 

64.11 

0.0010504 

952.0 

72.11 

34.50 

6.408 

112.47 

54.01 

45 

135.8 

134.0 

0 .0020837 

479.9 

143.0 

71.00 

17.540 

109.65 

64.49 

46 

61.12 

60.16 

0.00098144 

1073.6 

63.97 

38.50 

4.079 

106.16 

55.68 

47 

69.60 

66.00 

0.0011109 

901.3 

76.16 

37.20 

5.318 

115.39 

56.36 

48 

71.00 

68.20 

0  0010981 

910.6 

76.38 

39.00 

6.735 

109.9 

57.18 

A9 

52.00 

48.00 

0.00086221 

1159.8 

59.19 

27.60 

4.254 

123.31 

57.29 

50 

64  00 

62.64 

0.0010214 

979.0 

70.12 

36.50 

6.912 

111.94 

68.27 

61 

73.20 

60.88 

0.0010114 

988.7 

69.43 

35.60 

4.254 

114.04 

68.31 

52 

44  12 

43.56 

0.00071022 

1408. 00 

48.75 

25.50 

2.836 

111.90 

58.63 

53 

64.40 

62.32 

0.0010114 

ess  7 

69.43 

36.60 

7.267 

111.40 

58.56 

54 

73.04 

70.76 

0.0011621 

860.5 

80.49 

41.00 

6.203 

113.76 

58.64 

56 

64  40 

Al  ^6 
OX.ou 

0.0009994 

1000.6 

68.60 

36.20 

4.431 

111.79 

58.99 

66 

85.44 

81.60 

0.0012474 

801.6 

85.63 

48.30 

7  612 

104.93 

69.19 

57 

57,20 

56.66 

0.0009009 

1110.0 

61.04 

33.50 

3.899 

107.9 

59.29 

68 

69.12 

61.20 

0.0010360 

966.2 

71.12 

36.00 

6.558 

116.20 

69.82 

59 

59.36 

58.48 

0.00098911 

1011.0 

67.90 

35.00 

7.444 

116.10 

69.84 

60 

41.92 

39.68 

0.C00e7S49 

1484.8 

46.23 

24.10 

3.261 

116.50 

60.73 

61 

41.04 

40  40 

0.00067803 

1475.0 

46.54 

24.50 

6.672 

116.19 

80.64 

62 

56.88 

56.24 

0.0009750 

1026.0 

66.93 

34.70 

6.635 

119.00  1 

61.69 
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e 
a 

•5 

Besiduo 
in  100.000  parti 

Bestduo 
calcolato 

dalla 
resistenza 
elettrica 
Bpecifiea 

.  oooo 

Alcalinità 
totale 
in 

Ca  C03 

/oooo 

Cloro 

/oooo 

°/o 
del 

io 

dell'al- 

Numero d'o 

a 
inno 

106° 

a 
180° 

W 

residuo 
calcolato 

sai 
trovato 

calinità 

sai 
residao 
trovato 

63 

67.92 

66 

60 

0 

.03091454 

1082 

5 

63 

41 

35 

00 

3 

651 

112.08 

61.83 

64 

57.20 

53 

92 

0 

00088967 

1124 

0 

61 

07 

33 

50 

3 

899 

113.26 

62.12 

65 

58.32 

57 

62 

0 

00095147 

1051 

0 

65 

31 

35 

76 

3 

645 

113. 50 

62.15 

66 

67.20 

64 

36 

0 

0010195 

930 

8 

68 

96 

33 

03 

3 

546 

107 

14 

62.15 

67 

68.88 

67 

52 

0 

0010849 

921 

7 

74 

48 

42 

50 

5 

310 

110 

30 

62.94 

68 

71.20 

68 

88 

0 

0011481 

871 

0 

78 

81 

43 

20 

6 

026 

114 

41 

62.71 

69 

55.68 

63 

84 

0 

00090018 

ino 

9 

61 

79 

34 

00 

4 

254 

114 

76 

63.15 

70 

64.00 

49 

28 

0 

00078914 

1287 

0 

54 

18 

31 

60 

4 

608 

109 

94 

63.92 

71 

52.32 

50 

64 

0 

0009225 

1084 

0 

63 

32 

32 

40 

6 

735 

125 

03 

63.98 

72 

58.18 

67 

12 

0 

00091658 

1091 

0 

62 

91 

37 

00 

3 

545 

127 

60 

64.77 

73 

57.12 

51 

60 

0 

00094161 

106?, 

0 

64 

.64 

33 

50 

4 

264 

125 

27 

64.92 

74 

55.12 

52 

12 

0 

00088358 

1129 

3 

60 

77 

34 

60 

3 

722 

116 

59 

68.38 

76 

45.04 

t4 

64 

6 

00073537 

1358 

0 

50 

55 

29 

70 

4 

076 

113 

23 

66.56 

76 

43.60 

40 

24 

0 

00066755 

1498 

0 

45 

82 

27 

00 

2 

410 

118 

86 

67.10 

77 

56.84 

64 

04 

0 

00090262 

1108 

0 

61 

95 

36 

60 

3 

545 

114 

63 

67.54 

78 

40.60 

39 

20 

0 

0006840 

1506 

0 

45 

58 

26 

60 

2 

668 

116 

27 

67.60 

79 

54.40 

50 

16 

0 

00086542 

1156 

0 

69 

42 

34 

00 

3 

722 

118 

48 

67.78 

80 

47.84 

45 

68 

0 

00076840 

1309 

0 

52 

40 

31 

00 

3 

013 

114 

71 

67.86 

81 

59.12 

66 

32 

0 

00097751 

1023 

0 

67 

10 

38 

25 

4 

431 

119 

70 

67.91 

82 

44.88 

44 

24 

0 

00076022 

1315 

4 

52 

18 

30 

20 

3 

367 

117 

94 

68.26 

63 

48.40 

46 

96 

0 

0008C436 

1243 

2 

55 

18 

32 

20 

3 

367 

117 

50 

68.56 

84 

57.60 

66 

28 

0 

0010114 

988 

7 

09 

4J 

38 

00 

4 

785 

125 

69 

68.74 

85 

61.84 

56 

80 

0 

0010613 

942 

2 

72 

86 

39 

00 

6 

672 

128 

29 

69.18 

86 

43.92 

42 

32 

0 

00072431 

1382 

0 

49 

67 

29 

50 

2 

658 

117 

36 

69.68 

87 

44.20 

40 

40 

0 

00071942 

1390 

0 

49 

30 

29 

00 

2 

836 

120 

74 

71.78 

SS 

56. 6D 

52 

34 

0 

0C087528 

1142. 

6 

60 

08 

37 

8'J 

2 

668 

115 

0 

72  33 

89 

33.76 

28 

40 

0 

0005055 

1978 

0 

34 

70 

20 

70 

1 

696 

122 

72.80 

90 

56  24 

55 

36 

0 

00094057 

1063 

0 

64 

56 

41 

00 

3 

899 

116 

61 

74.06 

91 

22.72 

20 

28 

0 

00036813 

2716 

1 

2i 

27 

15 

80 

1 

458 

124 

60 

77.90 

»2 

35.44 

33, 

12 

0 

00058314 

1732 

0 

39 

63 

26 

00 

1 

949 

119 

68 

78.50 

45.36 

44 

32 

0 

00078679 

1272 

6 

53 

94 

36 

50 

2 

197 

121 

70 

82.13 
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Segue  Tabella  I. 


rdine 

Residuo 
in  100.000  parti 

Besidno 
calcolato 

dalla 
resistenza 
diottrica 
specifica 
/oooo 

Alcalinità 
totale 
in 

/oooo 

Cloro 
oooo 

lo 

del 

0/ 
lo 

dell'al- 

o 
o 
'  & 
ÌZi 

a 
100" 
305" 

a 
180" 

w 

resìduo 
caloolato 

sol 
trovato 

calinità 

sul 
residuo 
trovato 

94 

29.32 

26.76 

2114  7 

33  46 

22.00 

1  418 

-loe  no 

82.21 

96 

40.56 

36.40 

1396  2 

49.16 

30  50 

2  836 

135  06 

96 

298.72 

235  5 

201  60 

46  50 

66  468 

97 

288.60 

248  8 

275  8 

47  50 

62  923 

98 

58.20 

n  nn'iQn9<lA 

1107  0 

62  01 

35  75 

3  367 

99 

66.40 

U.VJUUOOOJ  / 

60  97 

35  00 

3.645 

100 

56.06 

1176.0 

58.37 

31  60 

3.367 

101 

55.60 

1168  8 

59  28 

81 .70 

3.712 

102 

52.40 

1114  0 

61  62 

35.00 

6.072 

103 

58.56 

0 . 0009009 

Ilio  0 

61  84 

34  62 

3.101 

104 

54.08 

n  nnn9i24 

1()96  0 

62  63 

35  00 

4.785 

106 

53.52 

1155  0 

59  48 

33  50 

3.633 

106 

42.40 

U .UUUUOv^  f 

1*  <  u . u 

46  69 

26  00 

2.488 

107 

37  84 

J /Ua .u 

40  Q7 

<><>  RO 

2.668 

108 

49.  CO 

1S23  0 

51  88 

Ol.  aO 

2.488 

109 

48.16 

V . UUU 1 DOU* 

iQno  n 
lau^.u 

62  69 

7K 

2  127 

110 

37.24 

1640  0 

4-1 

24. 20 

2.481 

111 

41  60 

1389  0 

29  60 

2. 127 

112 

29.92 

"^053  0 

S'^  44 

29  37 

1 .063 

112 

66.03 

0  0010004 

996  9 

68  93 

35  00 

3 .545 

114 

68.52 

1055  0 

65  06 

40 .00 

2  481 

115 

64.40 

0.00094966 

1053  0 

6j  19 

22  00 

9,217 

116 

51.68 

1177  rt 

58  32 

31 ,00 

3  367 

117 

31.20 

2043  0 

33  60 

0.S86 

118 

52.72 

0  nno74Q0fi 

1335  0 

51  42 

25  62 

3.365 

119 

42.80 

0.00066533 

1503.0 

45.67 

31.125 

2.038 

120 

41.12 

0.00069051 

1448.0 

47.40 

31.00 

2.481 

121 

61.20 

0.00098230 

1018.0 

67.43 

42.12 

4.076 

122 

57.68 

0.00084246 

1187.0 

57.83 

29.50 

3.645 

123 

53.44 

0.00084817 

1179.0 

58.22 

30.00 

3.899 

124 

53.68 

0.0007830  ; 

1277.0 

53,75 

29.50 

2.570 
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Segue  Tabella  I. 


Residuo 
in  100  000  parti 


lOO» 
105" 


180° 


Residuo 
calcolato 

dalla 
resistenza 
elettrica 
specifica 

/oooo 


Alcalinità 
totale 
in 

Ca  CO' 


Cloro 

0/ 


0/ 

lo 

lo 

del 

dell'al- 

residuo 

calinità 

calcolalo 

sul 

sul 

residuo 

trovato 

trovato 

48.62 
49.60 
69,52 
48.80 
67.80 
59.00 
60.72 
41.78 
66.20 
52.88 
69.44 
49.92 
4T.84 
41.20 
53.60 
43.36 
59.00 
64.80 
69.60 
67.48 
74.40 
66.80 
70.72 
55.52 
55.12 
67.52 
62.91 
67.80 
69.12 
61  52 
59.20 


0.00078926 

0.00070871 

0.00092336 

0.00071684 

0  0009267 

0.00091464 

0.00076804 

0.00068352 

0.00093467 

0.00082614 

0.00083892 

0.00079618 

0.00(/83444 

0.00069154 

0.0008190 

0  0006887 

O.C0094066 

0.0010108 

0.0010799 

0.0010S23 

0.C011198 

0.00086956 

0.0a0901 

0.00086956 

0.00086281 

0.00089047 

0.00091658 

0.0010368 

0.0010326 

0.00089525 

0.00094517 


1267,0 
1411.0 
1083.0 
1395.0 
1079.0 
1082.5 
1302.0 
1463.0 
1070.0 
1212.0 
1192.0 
1256.0 
1198.4 
1446.0 
1221.0 
1452.0 
1063,0 
989.3 
926,0 
923.9 
893.0 
1160.0 
912  3 
1150.0 
1159.0 
1123.0 
1091  0 
964.3 
968.4 
1117.0 
1058.0 


54.18 
48.65 
63,38 
49.21 
63.62 
63.41 
52.72 
46.92 
64, 15 
56.64 
67.62 
54.65 
67.28 
47,  47 
56,62 
47.27 
65.19 
69.38 
74.13 
74,30 
76  8? 
59.69 
75.24 
59.69 
59.24 
61.12 
63.01 
71.17 
70.89 
61.46 
64.88 


31.20 
26.50 
33.00 
28.75 
31.25 
34.80 
24.50 
31.00 
34.75 
34.00 
28.60 
32.50 
31.00 
30.50 
37.25 
25.00 
35.60 
.33.30 
34.75 
33.50 
32.26 
35.76 
33.50 
39.00 
37.87 
38.00 
34.00 
37.00 
42.50 
.39.75 
37.87 


3.261 

3.387 

4.076 

2.841 

3.899 

5.  HO 

3.101 

2.304 

6.292 

3.634 

3.722 

3,*77 

4.254 

2.127 

1.949 

4.519 

6.115 

4.638 

4.165  \ 

5.849 

5.051 

4.254 

6.912 

2.215 

3.101 

3.190 

3.546 

4.076 

3.998 

3.545 

3.(45 
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Segtie  Tabella  I, 


Residuo 
in  100.000  parti 


a 
ICO» 
105° 


180° 


W 


Besidao 
calcolato  Alcalinità 


dalla 
resistenza 
elettrica 
specifica 

/oooo 


totale 

in 

Ca  C03 

"/ 
/oooo 


Cloro 

o/ 

/oooo 


o/ 
lo 

del 
residuo 

calcolato 

sul 
trovato 


'lo 

deU'al- 
oalìnltà 

snl 
residuo 
trovato 


40.80 
54.80 
67.12 
64.88 
68.32 
67.60 
63.80 
69.48 
43.68 
61.32 
70.72 
84.40 
76.44 
74.80 
74. 9J 
85.20 
61.04 
78.24 
79.20 
75.28 
79.32 
71.30 
80.00 
71.12 
74.08 
74.48 
71.20 
71.84 
62.52 
81.12 


O.C 006777 

0.00084817 

0.0010642 

0.0010368 

0.0010986 

0  00086209 

O.OOIODO 

0. 00098425 

0  00070571 

0.00093023 

0.00098039 

0.0010089 

0.0012052 

0.0012634 

0.0011616 

0  0011856 

0.0009891 

0.0011664 

0.0012509 

O.0O12O99 

0.0012509 

0.0011037 

0.0010918 

0.00096525 

0.0010120 

0.0011106 

0.00098425 

0.0C11652 

0.00095283 

0.0011734 

0.0013962 


1476.0 
1179.0 
949.0 
964.6 
914  4 
1169.9 
1000.0 
1016.0 
1417.0 
1076.0 
1020.0 
992.1 
829.7 
797.8 
860.9 
843.4 
1011.0 
857.3 
799.4 
818.2 
799.4 
901.9 
015.9 
1086.0 
983.1 
900.3 
1016.0 
867.3 
1049.5 
852.2 
716.9 


46.61 
58.22 
72.33 
71.14 
75.07 
59.18 
68.64 
67.66 
48.44 
63.36 
67.30 
69.19 
82.73 
84.79 
79.62 
81.39 
67.90 
80.07 
85.87 
83.90 
85.87 
76.11 
74.95 
66.20 
69  47 
76  25 
67.62 
80.07 
62.55 
80.05 
95.76 


24.26 

33.00 

42.60 

38.00 

38.00 

35.26 

40.00 

40.00 

30.50 

36.75 

33.60 

38.25 

38.60 

40.00 

38.25 

36.25 

31.26 

44.26 

39.50 

33.00 

88.75 

37.50 

36.00 

87.26  { 

35.00 

38.125 

39.00 

44.00 

33.75 

28.50 

40.00 


3.190 
2.481 
6.061 
5.140 
7.267 
2.836 
4.342 
4.076 
3.270 
6.735 
3.899 
3.722 
5.051 
7.444 
5.140 
5.700 

4  785 

5  143 
10.633 
12.762 

9.571 
6.494 
5.8<9 
3.810 
4.165 
3.987 
2.481 
3.367 
3.722 
5.672 
12.989 
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Segue  Tabelt-a  I. 


Residuo 
In  100.000  parti 


a 
100^ 
105° 


180" 


W 


Residuo 
calcolato 

dalla 
reaiatenza 
elettrica 
specifica 
/oooo 


Alcalipità 
tota,  e 

in 
Ca  CO^ 

/oooo 


Cloro 


lo 

"U 

del 

dell'al- 

residuo 

calinità 

calcolato 

sul 

sui 

reaiduO' 

trovato 

trovato 

96.02 
79.44 
96.80 
111.63 
111.70 
108.81 
141.78 
288.6 
22.60 
25.00 
24.80 
17.85 
58.72 

(1) 


65.978 
28.724 
11.428 


0.0013372 

0.0011906 

0.0J12773 

0.0014007 

0.0:i5130 

0.0016873 

0.0018577 

0.0040192 

0.0004100 

0.00J44228 

0.00044603 

0.0004135 

0.00096802 

0.0683520 

0.0405670 

0.013653 


747.8 
839.9 
782.9 
713.9 
660.9 
630.0 
.538.  3 
248  8 
2441.0 
2261.0 
2242.0 
2431.0 
1032.0 
14.63 
24.65 
53.61 


91.80 
79.63 
87.88 
96.16 
103.8 
103.06 
127.52 
275.8 
28.12 
30.36 
30.61 
28.23 
e6.52 
46.030 
27.850 
13.089 


40.75 
30.75 
30.50 
44.00 
36.50 
47.50 
47.00 
47.50 
20. CO 
10.70 
19.50 
18  26 
d8.75 


9.036 
5.849 
5.317 
4.963 
6.735 
14.180 
14.839 
62.923 

3.545 


4.608 
32.436 
16.856 

6.5937 


(1)  Le  quantità  riportate  si  riferiscono  a  1000  parti  d'acqua. 


Dall'esame  dei  risultati  suesposti  si  deduce  anzitutto  che  il  residuo 
calcolato  dalla  Resistenza  col  coefficiente  di  Levy,  pur  trattandosi  di 
tipi  diversissimi  di  acque,  sia  in  molti  casi  abbastanza  vicino  a  quello 
ottenuto  per  pesata  ;  inoltre  che  si  sono  avuti  sempre,  salvo  rarissimi 
casi,  quantità  di  residuo  calcolato  superiore  al  trovato  (con  quello 
di  75  dalla  conducibilità,  come  ho  già  detto,  si  avrebbero  anche  su- 
periori); ma  ciò  che  è  più  interessante  di  rilevare  (poiché  ad  ogni 
modo  i  coefficienti  non  hanno  interesse)  e  che  ha  destato  appunto  la 
mia  attenzione,  è  che  le  differenze  tra  il  residuo  calcolato  e  quello 
trovato  non  sono  capricciose,  ma  seguono  una  certa  legge,  evidente 
sopratutto  nelle  prime  95  analisi  dove  ho  fatto  le  percentuaU  dei  re- 
siduo calcolato  sul  trovato  e  dell'alcalinità  pure  sul  residuo  trovato. 
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Difatti  in  queste  analisi,  in  cui  ho  avuto  cura  di  mettere  in  ordine 
progressivo  le  percentuali  di  alcalinità,  queste  percentuali  vanno  pro- 
gredendo man  mano  che  progrediscono  le  percentuali  del  residuo  cal- 
colato sul  trovato. 

Spesso  si  osserveranno  dei  salti,  ma  in  questi  casi  deve  certamente 
entrare  in  giuoco  qualche  altro  costituente  non  determinato  nelle  pre- 
senti analisi,  che,  come  vedremo  alla  fine  di  questa  nota  può  far  va- 
riare molto  i  risultati.  In  ogni  modo  apparisce  nettamente  la  influenza 
della  alcalinità  sul  residuo  calcolato  dalla  Resistenza  elettrica  spe- 
cifica. 

Si  vede  chiara  la  conferma  di  ciò  anche  in  ttitte  le  altre  analisi 
dove  non  è  stato  determinato  il  residuo  a  180°  e  nelle  stesse  ana- 
lisi 96  e  97  dove  poi  trattasi  di  acque  fortemente  mineralizzato:  qui 
l'alcalinità  vi  entra  in  piccolissima  misura,  ed  abbiamo  dei  residui 
calcolati  vicinissimi  ai  trovati.  Sempre  poi  riscontriamo  residui  cal- 
colati più  vicini  a  quelli  trovati  quando  il  %  di  alcalinità  si  trova 
in  limiti  piuttosto  bassi  e  si  arriva  invece  al  135  %  di  residuo  cal- 
colato sul  trovato  quando  l'alcalinità  sale  air83.79  %,  Ed  altri 
esempi  che  cadono  facilmente  sotto  gli  occhi,  perchè  veramente  ti- 
pici, sono  le  analidi  n.  6,  51  e  84  dove  si  osserva  la  stessa  resistenza 
e  conducibilità  e  quindi  lo  stesso  residuo  calcolato,  ed  invece  i  re- 
sidui trovati  differiscono  notevolmente,  e  precisamente  si  hanno  queste 
percentuali  del  calcolato  sul  trovato:  107.7,  114.04.  125.59;  ebbene 
a  ciò  corrispondono  le  percentuali  dell'alcalinità  le  quali  rispettiva- 
mente sono  di  39.30,  58.31  e  68.74. 

Ed  ugualmente  si  può  riscontrare  (sebbene  con  approssimazione, 
perchè  non  furono  fatti  i  residui  a  180°)  nelle  analisi  114  e  116,  146 
e  148  che  hanno  cioè  pure  la  stessa  resistenza  e  residuo  calcolato  ma 
differiscono  nei  residui  trovati  perchè  differenti  sono  le  rispettive  al- 
calinità nel  senso  da  me  notato. 

S'intende  che  di  fronte  ad  acque  minerali  a  grandi  residui  entra 
in  giuoco  la  stessa  concentrazione  e  la  qualità  dei  sali.  Nelle  analisi 
200,  201  e  202  troviamo,  p.  es.,  anche  ioduri  e  bromuri  oltre  a  for- 
tissima quantità  di  cloruri. 

Risulta  anche  chiaro  che  la  influenza  dell'alcalinità  si  manifesta 
nel  senso  che  i  carbonati  alcalini  ed  alcalini  terrosi  farebbe  aumen- 
tare la  conducibilità  sproporzionatamente. 

E  ciò  è  confermato  da  considerazioni  teoriche  poiché  è  noto  che 
un  carbonato  alcalino  per  effetto  dell'  idrohsi  [la  quale  in  fondo  non 
è  che  una  sostituzione  di  ioni  OH  di  elevata  conducibilità  equiva- 
lente (174)  a  ioni  14  CO^  di  bassa  conducibilità  equivalente  (70)]  as- 
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sume  una  conducibilità  superiore  notevolmente,  circa  doppia,  a  quella 
dei  soliti  sali. 

Per  cui  nei  tipi  di  acque  da  me  esaminati  (e  possiamo  metterci 
principalmente  le  acque  potabili)  era  supponibile  un  residuo  calcolato 
dalla  conducibilità  o  resistenza  rispondente  alla  realtà,  quando  si 
fosse  tenuto  conto  dell'alcalinità  totale.  Ed  io  mi  ero  già  messo  al- 
l'opera cercando  questo  coefficiente  in  funzione  dell'alcalinità,  limi- 
tando magari  il  tipo  delle  acque  a  cui  applicarlo;  ma  a  tutte  le 
speranze  concepite  fino  ad  oggi  su  tale  questione,  viene  a  dare  un 
colpo  decisivo  quanto  ho  potuto  osservare  nello  studio  di  un  tipo  di 
acque  potabili  di  ottima  qualità  i  cui  risultati  sono  riportati  nella 
tabella  n.  2.  Queste  acque  provengono  dalle  sorgenti  poste  sul  man- 
tello trachitico  del  monte  Amiata  (provincia  di  Siena)  e  dai  terreni 
sottostanti. 
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Tabella  II. 


Numero  d'ordine 

LUOGO 
del  prelevamento 

Bosidao 
a 

100O.I05' 

"/oooo 

W 

Residuo 

calcolato 
dalla 
resi- 

0/ 
/OOOO 

Si  Oa 

/  0000 

CI 

'0000 

1 

Sambuca  Ovest  .... 

13,080 

0.00008896 

11240 

6  116 

6.400 

0.500 

2 

Sorgeute  Capovetra.  .  . 

12.280 

0.00009001 

11109 

6.269 

5.400 

0.640 

3 

Id.      Fonte  Murata  . 

15.200 

0.01010782 

9274 

7.402 

7.600 

0.710 

4 

Id.      Principale.  Pol- 
la del  Vivo. 

13.600 

O.OO0C9JO1 

11109 

6.269 

7.000 

0.530 

6 

Id.      Acqua  buona  22 

14.680 

0.00009988 

10012 

6.S62 

7.600 

0.570 

6 

Id.      Moristaldo.  .  . 

15.400 

0.C001032 

9239 

7.430 

9.800 

0.640 

7 

Id.      Bagnolo  Est.  . 

15.200 

0.0001073 

9315 

7.309 

7.200 

0  640 

s 

Id.      Bagnolo  0.N0.2 

15.600 

0.0001062 

9504 

7.012 

7.800 

0.570 

9 

Id.  X  

15.720 

O.0C01164 

8591 

7.991 

7.000 

0.710 

10 

Fontine  ala  monte.  . 

15.880 

0.0001127 

8874 

7.735 

7.400 

0.640 

11 

11.200 

0.0001033 

9696 

7.080 

5.860 

0.710 

12 

15.920 

0.C001082 

9239 

7.430 

4.250 

0.670 

13 

12.200 

0.00009790 

10214 

6.721 

7.98J 

0.639 

11 

Fonte  Bolletta  2i  .  .  . 

12.280 

0.0001002 

9973 

6.883 

5.960 

0.781 

15 

Polla  acqua  buona  .  .  . 

13.120 

0.0001078 

9274 

7.402 

6.000 

0.710 

16 

11.760 

0.0001009 

993:2 

6.911 

5.920 

0.781 

17 

Acqua  Santa  24  ...  . 

16.080 

0  0001479 

6758 

10.156 

8  000 

0.781 

18 

Polla  Pieve  Vecchia 

13.080 

0.0001056 

9465 

7.252 

7.280 

0.781 

19 

Sorgente  Buriana.  .  .  . 

10.640 

0.00009673 

1033S 

6.640 

5  700 

0.781 

20 

Mannarlna  Alta  .... 

11.520 

0  00009988 

10012 

6.862 

5.760 

0.603 

21 

Sorgente  dei  4  cerri  .  . 

18. OSO 

0.0001130 

8838 

7.767 

7.880 

0.795 

22 

Foste  delle  Bagnore  .  . 

16.120 

0.0001278 

7821 

8.777 

8.040 

1.076 

23 

11.320 

0.00007768 

12782 

5.370 

5.700 

0.532 

24 

La  Fonticella  

12  920 

0.0001122 

8910 

7.704 

5.700 

0.778 

26 

Polla  della  Polveriera  . 

15  600 

0.0001073 

9312 

7.372 

9.400 

0.640 

26 

Sorgente  del  Fusaio  .  . 

12  680 

0.0001014 

9853 

6.967 

6.300 

0.769 

27 

13.280 

0.0001146 

8732 

7.861 

5.780 

0.781 

2S 

Sorgente  2  C.  21  .  .  .  . 

30.120 

0.0004977 

2009 

34.170 

3.400 

1.060 

.llcalinicà 
totale 
in 

Ca  CO' 

I  OOOO 
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Cade  subito  sotto  gli  occhi  l'enorme  differenza  che  a  confronto 
delle  analisi  finora  eseguite,  sia  da  me  che  da  tutti  gli  sperimenta- 
tori che  mi  hanno  preceduto,  esiste  tra  il  residuo  trovato  e  il  residuo 
calcolato  dalla  Resistenza  elettrica  specifica.  E  questa  differenza  sta 
in  relazione  colla  quantità  di  silice  che  si  trova  in  queste  acque  allo 
stato  colloidale  che  influisce  sul  residuo  per  pesata,  senza  influire 
sensibilmente  sulla  conducibilità  o  resistenza  e  conseguentemente  sul 
residuo  calcolato  da  queste. 

Si  può  difatti  osservare  che  la  somma  fra  il  residuo  calcolato 
dalla  Resistenza  e  la  quantità  di  silice  è,  se  non  proprio  uguale,  così 
prossimo  a  quella  trovata  per  pesata  da  non  lasciare  più  nessun 
dubbio  sulla  vera  ragione  della  enorme  differenza  riscontrata  questa 
volta  fra  i  due  residui. 

Si  viene  quindi  con  questi  fatti  indiscutibili  a  dimostrare  in  modo 
definitivo  quanto  era  stato  accennato  soltanto  (1),  l'influenza  cioè 
della  silice  nella  determinazione  del  Residuo  delle  acque  per  mezzo 
della  Resistenza  o  conducibilità  elettrica  specifica. 

Tornando  un  poco  ai  risultati  della  tabella  I,  si  deve  ora  consi- 
derare che  nei  casi  in  cui  i  residui  sono  come  nelle  acque  potabili 
fra  i  30  e  50  gr.  in  100,000  e  anche  più.  come  in  gran  parte  delle 
acque  esaminate  da  me,  una  quantità  che  generalmente  vi  si  riscontra 
dell'I  al  5  °/oooo  di  SiO"  non  influisce  in  modo  evidente,  e  in  ogni 
caso  sempre  relativamente  poco.  Le  differenze  che  si  sono  riscontrate 
anzi  sono  in  senso  inverso  a  quello  che  avrebbe  prodotto  la  silice  la 
quale  fa  diminuire,  per  la  quantità  che  si  trova  in  ciascuna  acqua, 
il  residuo  calcolato  dalla  resistenza.  Ed  allora  le  percentuali  che  ho 
riportato  nella  tabella  sono  effettivamente  inferiori  alla  realtà,  e  più 
o  meno  a  seconda  della  quantità  di  silice.  In  questo  modo  si  spie- 
gano quei  salti,  di  cui  ho  già  parlato,  e  quei  casi  in  cui  il  residuo 
calcolato  apparisce  inferiore  al  trovato,  rimanendo  confermata  anche 
qui  l'influenza  degli  alcalini.  Difatti  di  questa  influenza  si  trova  una 
conferma  nelle  stesse  analisi  della  tabella  II;  tanto  nell'analisi  n.  28 


(1)  Lo  Scala  nel  lavoro  citato  riporta  un'esperienza  eseguita  su  di  una 
acqua  che  presentava  un  residuo  calcolato  dalla  Eesistenza  e  Conducibilità 
molto  inferiore  a  quello  determinato  per  pesata:  diluendo  l'acqua  a  metà 
trovò  che  questa  differenza  scompariva.  Ciò  gli  fece  osservare  che  in  questa 
acqua  vi  erano  uno  o  più  sali  poco  dissociabili,  diversi  da  quelli  che  si  tro- 
vano nelle  acque  potabili  ordinarie  e  probabilmente  silicati  semplici  o  com- 
plessi- poiché  in  essa  abbondante  era  la  quantità  di  silice  e  perchè  uguale 
comportamento  aveva  osservato  in  altre  due  acque  pure  contenenti  molta 
silice. 


15 


226 


dove  trattasi  di  un  tipo  di  acqua  tutto  differente  dagli  altri,  come 
in  tutte  le  altre  analisi,  quando  si  metta  in  rapporto  la  loro  alcali- 
nità col  residuo  trovato  detratta  la  silice,  e  si  confrontino  poi  i  due 
residui,  il  calcolato  e  quello  trovato,  detratta  la  silic3. 

Le  differenze  che  qui  pure  si  troveranno  in  qualche  caso  e  che 
potrebbero  sembrare  contraddicenti  alla  regola,  si  devono  ritenere 
dovute  allo  stato  diverso  in  cui  trovasi  la  silice,  cioè  o  allo  stato  di 
silice  colloidale  o  a  quello  di  silicati. 

Conclusione. 

Dai  risultati  delle  mie  determinazioni  si  deduce  che  necessaria  è 
sempre  Ja  determinazione  del  residuo  per  pesata  nelle  acque,  perchè 
calcolandolo  dalla  conducibilità  o  resistenza  si  può  incorrere  talvolta 
in  errori  che  possono  arrivare,  come  abbiamo  visto,  al  57.1  %  (n.  21 
della  tabella  II  dove  si  sarebbe  calcolato  solo  il  42.9  %  del  re- 
siduo). 

Si  deduce  inoltre  l' indiscutibile  valore  nelle  analisi  delle  acque  di 
qualsiasi  classe  della  determinazione  della  resistenza  e  conducibilità 
e  del  residuo  calcolato  (la  costante  di  Levy  e  Henriet  risponde  bene 
come  confronto)  quando  si  metta  di  fronte  agli  altri  dati  analitici, 
e  al  residuo  per  pesata  (ai  180°)  in  modo  speciale.  Anzi,  quando  si 
saranno  dapprima  determinati  il  residuo  per  pesata  e  il  residuo  cal- 
colato dalla  Resistenza  specifica  si  avranno  già  degli  indizi  certissimi 
non  solo  sullo  stato  dei  sali  in  soluzione,  ma  sulla  qualità  e  quan- 
tità stessa  di  certi  costituenti  (silice  e  contenuto  alcalino). 


Istituto  di  farmacologia  della  R.  Università  di  Roma 


Ricerca  della  chinina  nel  luogo  d'iniezione 

por  il  dott.  GIULIO  NARDELLI. 

Le  osservazioni  sperimentali,  compiute  in  questi  ultimi  anni  sul- 
l'assorbimento e  sulla  eliminazione  della  chinina,  hanno  tutte  concor- 
demente dimostrato  che  della  chinina  propinata  per  bocca  se  ne 
elimina  costantemente  per  le  urine  una  quantità  maggiore  che  della 
chinina  somministrata  per  iniezioni  ipodermiche.  Kleine  (1),  Ma- 
riani (2),  Schmitz  (3),  Giemsa  (4),  Nardelli  (5)  giungono  infatti,  nei 
loro  lavori,  tutti  a  simile  conclusione.  A  tale  regola  v'è  però  un'ec- 
cezione ;  ed  è  :  che  quando  si  dà  per  via  ipodermica  il  cloridrato  ba- 
sico di  chinina  associato  aWuretano,  secondo  la  formula  del  Gaglio  (6), 
allora  la  eliminazione  della  chinina  per  le  orine  è  maggiore  (7)  di 
quando  si  amministrano  gli  altri  sali  di  chinina  per  bocca. 

La  constatazione  che  della  chinina  propinata  per  bocca  se  ne  eli- 
mina pili  di  quando  essa  venga  somministrata  per  iniezioni  spinse 
parecchi  sperimentatori  ad  indagarne  la  causa.  E  Kleine,  Mariani  e 
Giemsa  ammisero  che  la  chinina,  somministrata  per  iniezioni,  ipoder- 
miche, si  assorbiva  assai  lentamente;  e  perciò  nelle  orine  ne  passava 


(1)  Weber  die  Beforption  von  Chininsalsen.  Zeitschrift  filr  Hygiene  und 
Infectionskrankheiten,  1901. 

(2)  L'assorbimento  e  la  eliminasione  della  chinina  e  dei  suoi  sali.  Bollet- 
tino della  Società  Lancisiana  degli  ospedali  di  Roma,  1902. 

(3)  Ueber  die  Ansscheidung  des  Chinins  im  menschlichen  Harn.,  Arch.  ftir 
experimentelle  Pathologie  und  Pharmakologie,  1907. 

(4)  Beiliefthe  zum  Archiv  fiir  Scliiffs-  und  Tropenhygiene,  1907. 

(5)  Atti  della  Società  per  gli  studi  della  malaria,  1910. 

(6)  Su  di  nn  nuovo  preparato  per  Tiniesione  ipodermica  ed  endovenosa  della 
chinina.  Atti  della  R.  Accademia  Peloritana  di  Messina,  Riforma  medica, 
1898. 

(7)  G.  Fardelli,  loc.  cit. 
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una  quantità  minore  di  quando  la  chinina  si  propinava  per  bocca. 
Anche  io  noi  mio  lavoro,  già  citato,  in  seguito  ai  risultati  ottenuti, 
credei  di  dover  concludere:  «  che  pel  tubo  gastro-enterico  i  sali  di 
chinina  si  assorbono  più  completamente  e  più  rapidamente  che  per 
la  via  ipodermica  ». 

Malgrado  tale  mia  conclusione,  e  malgrado  le  conclusioni,  simili 
alla  mia,  esposte  dagli  osservatori  già  citati,  e  che  mi  avevano  pre- 
ceduto nelle  ricerche  sulla  chinina,  rimaneva  nell'animo  mio  un 
dubbio,  che  io  non  sapevo  spiegare. 

10  mi  domandavo  perchè  noi  in  pratica  ricorriamo  alle  iniezioni 
di  chinina  quando  vogliamo  un'azione  'pronta,  più  pronta  cioè  di 
quando  amministriamo  la  chinina  per  bocca?  Se  la  chinina,  data  per 
iniezioni,  si  assorbe  più  lentamente  di  quando  viene  data  per  bocca, 
in  pratica  noi  dovremmo  precisamente  seguire  la  regola  inversa:  som- 
ministrare la  chinina  per  bocca  quando  vogliamo  agire  rapidamente, 
e  somministrarla  invece  per  iniezioni  quando  si  vuole  agire  lenta- 
mente. Invece  l'esperienza  clinica  ha  sempre  dimostrato  che  colle 
iniezioni  si  ottiene  dalla  chinina  un'azione  più  pronta  di  quando  venga 
data  per  bocca. 

* 
*  * 

Mi  parve  quindi  opportuno  di  tornare  sull'argomento.  E  cominciai 
dal  leggere  attentamente  i  lavori  di  Kleine,  Mariani,  Giemsa  per  ve- 
dere su  quali  osservazioni  essi  avessero  fondate  le  loro  asserzioni  : 
che  la  chinina,  per  iniezioni  ipodermiche,  si  assorbe  lentamente. 

Kleine  scrive,  nel  lavoro  già  citato,  a  pagina  471  «  das  unter  die 
Haut  gespritzte  Chin.  mur.  fàllt  zum  grossen  Theil  sofort  an  und 
Stelle  aus.  Bisweilen  findet  man  es  nach  Wochen  in  den  Oewebspalten  ». 

«  Die  Dauerwirkung  ist  das  Charakteristicum  der  subcutanen  Injec- 
tionen:  es  wird  durch  sie  im  Kórper  ein  Ghinindepot  errichtet,  welches 
allmàhlich  durch  den  lòsenden  Lymphstrom  abgetragen  wird  ». 

Non  appare  quindi  che  Kleine  abbia  fatto  delle  ricerche  sistema- 
tiche della  chinina  nel  sito  d'iniezione.  Egli  dice  che  talvolta  si  trova 
la  chinina  nei  tessuti  dopo  settimane.  Ma  ciò  può  non  far  meraviglia. 
Se  si  considera  che  Kleine  adoperava  il  bicloridrato,  che  ha  reazione 
fortemente  acida,  e  che  provoca  necrosi  dei  tessuti  su  cui  cade,  può 
essere  avvenuto  che  precisamente  in  quella  talvolta  che  Kleine  rin- 
venne la  chinina  nei  tessuti,  la  necrosi  fosse  stata  notevole,  ed  avesse 
quindi  ostacolato  l'assorbimento  della  chinina. 

11  Mariani,  nel  lavoro  citato,  a  pagina  30,  scrive:  «  Non  si  deve 
dunque  ritenere,  come  pensa  Kleine,  che  l'iniezione  possa  costituire 
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un  deposito  del  rimedio,  che  entri  in  circolazione  durante  più  setti- 
mane. Il  piccolo  deposito  perdura  entro  limiti  di  tempo  pili  ristretti, 
forse  al  massimo  per  5-6  giorni. 

«  La  prova  diretta  che  la  chinina  stazioni  lungamente  nei  tessuti 
coi  quali  venne  posta  in  contatto  l'ho  avuta  sottoponendo  al  solito 
processo  di  estrazione  degli  alcaloidi  i  muscoli  flessori  della  gamba 
di  un  coniglio,  dove  avevo  iniettato,  17  ore  prima,  gr.  0.20  di  biclo- 
ridrato  di  chinina  sciolto  in  un  cmc.  di  acqua, 

«  Ucciso  il  coniglio  ottenni  gr.  0.10  di  alcaloide,  cioè  0.133  del 
sale  corrispondente  ». 

Il  Mariani  quindi  opina  che  la  chinina  possa  trovarsi  nel  sito  di 
iniezione  ancora  al  5"  e  6°  giorno:  ma  egli  personalmente  non  ha 
compiuto  che  una  sola  ricerca  nei  tessati,  ove  era  caduta  l'iniezione, 
appena  17  ore  dopo  V inoculazione.  Sicché  anche  l'opinione  di  Mariani, 
come  quella  di  Kleine,  non  è  fondata  su  basi  solide. 

Giemsa  e  Schaumann  scrivono  a  pagina  68  del  loro  lavoro:  «  Es 
scheint  demnach,  als  bei  der  hypodermatischen  Applikation  konzen- 
trierter  Lòsungen,  durch  Ausfàllung  von  Chinin,  ein  Depot  des  Alka- 
loids  gebildet  wird,  dessen  Reaorption  langsam  erfolgt  » .  Quindi  questi 
AA.  ammettono  che  la  chinina,  data  per  iniezioni,  si  assorbe  lenta- 
mente; ma,  dal  loro  lavoro,  non  risulta  che  essi  abbiano  compiuto 
ricerche  dell'alcaloide  nel  sito  d'inoculazione. 

Anche  io  giunsi  alla  conclusione  «  che  pel  tubo  gastro  enterico  i 
sali  di  chinina  si  assorbono  più  completamente  e  più  rapidamente  che 
per  la  via  ipodermica  »  non  già  per  le  ricerche  dirette  fatte  della  chi- 
nina nel  luogo  d'iniezione,  ma  per  ragionamenti  indiretti,  che  mi  par- 
vero plausibili,  date  le  condizioni  di  esperimento  da  me  scelte. 

Tuttavia,  poiché  la  chinina,  anche  data  per  via  ipodermica,  si  eli- 
mina per  le  orine  sino  al  terzo  giorno  e  non  oltre,  così  come  avviene 
della  chinina  amministrata  per  bocca,  io  ho  sempre  pensato  che 
anche  l'assorbimento  della  chinina,  ipodermicamente  amministrata, 
non  dovesse  prolungarsi  al  di  là  del  terzo  giorno. 

Come  risulta  quindi  da  queste  citazioni,  mancano  prove  dirette 
che  la  chinina  stazioni  a  lungo  (ossia  molti  giorni  o  settimane)  nel 
sito  d'inoculazione. 

* 

Ritenni  quindi  utile,  per  chiarire  la  questione,  di  procedere  alla 
ricerca  della  chinina  nel  luogo  d'iniezione 

Scelsi  come  animali  da  esperimento,  i  cani,  e  compii  due  serie  di 
ricerche,  ciascuna  su  cinque  cani.  Il  metodo  da  me  seguito  fu  questo: 
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iniettavo  sempre  mezzo  grammo  di  bicloridrato  di  chinina  (disciolto  in 
un  cmc.  di  acqua)  nelle  regioni  glutee  dei  cani,  entro  i  muscoli;  ed 
uccidevo  gli  animali  dopo  1,  2,  3,  4,  5  giorni,  o  facendo  inalare  ad 
essi  cloroformio,  o  dissanguandoli  innestando  una  cannula  nelle  ca- 
rotidi. Asportavo  quindi  ampiamente  e  il  sottocutaneo  ed  il  tessuto 
muscolare  per  una  vasta  zona  circondante  il  punto,  ove  l'iniezione 
era  caduta.  Il  sito  d'iniezione  era  facilmente  riconoscibile  perchè  il 
tessuto  muscolare  rimaneva  sempre  più  o  meno  necrosato  tutt'intorno 
alla  soluzione  di  chinina.  I  muscoli  venivano  tritati  in  un  trita-carne, 
impastati  con  ossido  di  magnesia  per  mettere  in  libertà  l'alcaloide 
allo  stato  di  base,  disseccati  nella  stufa  a  100°  C'  ;  e  poi  venivano 
sottoposti  ad  estrazione  in  un  apparecchio  a  ricadere  per  20-24  ore. 
Il  solvente  adoperato  fu  il  cloroformio.  Il  cloroformio  veniva  poi  di- 
stillato, ed  il  residuo  veniva  trattato,  a  bagno-maria,  con  10-15  cmc. 
di  una  soluzione  diluita  di  acido  solforico,  in  modo  da  trasformare 
la  chinina  basica  in  bisolfato.  Le  sostanze  grasse  venivano  allonta- 
nate con  etere  di  petrolio.  La  presenza  della  chinina  veniva  dimo- 
strata per  mezzo  della  fluorescenza  azzurra  del  bisolfato  di  chinina 
e  della  reazione  della  talleiochina  (acqua  di  cloro  ed  ammoniaca). 
Espongo  i  risultati: 

Sebie  I. 


Numero 
d'ordine 

Peso 

Tempo  in  cui 
il  cane  venne  ncciso 

Chinina  dimostrata  colle  reazioni  della 

del  cane 
in 

chilogt'aibmi 

dopo  l'iniezione 
di  mezzo  grammo 
di  bicloridrato 
di  chinina 

Talleiochina 

Fluorescenza 

1°  cane 

7.200 

P  giorno 

reazione  netta 

ben  chiara 

2°  cane 

7.800 

2°  giorno 

id.    appena  visibile 

ben  chiara 

3°  cane 

6.950 

3°  giorno 

id.  negativa 

appena  visibile 

4°  cane 

5.725 

4°  giorno 

id.  negativa 

negativa 

5°  cane 

6.980 

5°  giorno 

id.  negativa 

negativa 

Serie  II. 


1° 

cane 

8 

250 

1° 

giorno 

reazione  manifesta 

manifesta 

2° 

cane 

5 

700 

2° 

giorno 

id. 

appena  visibile 

ben  chiara 

3° 

cane 

20 

000 

3° 

giorno 

id. 

negativa 

negativa 

40 

cane 

6 

870 

40 

giorno 

id. 

negativa 

negativa 

50 

cane 

5 

920 

5" 

giorno 

id. 

negativa 

negativa 

231 


In  una  terza  serie  di  ricerche  io  iniettai  ai  cani  il  cloridrato  basico 
di  chinina,  unito  all'uretano  etilico,  secondo  la  formula  del  Gasflio: 

Cloridrato  basico  di  chinina   gr.  3 

Uretano  etilico   »  3 

Acqua  distillata  e  sterilizzata  ....   cmc.  5 

La  soluzione  così  preparata  ha  la  capacità  di  10  cmc.  E  poiché 
ogni  cmc.  contiene  gr.  0.30  di  cloridrato  di  chinina,  volendo  inocu- 
larne mezzo  grammo,  ne  iniettavo  un  cmc.  e  due  terzi  di  cmc. 

Ecco  i  risultati  : 


Numero 
d'ordine 

Peso 
del  cane 
in 

chilogrammi 

Tempo  in  cui 
il  cane  venue  ucciso 
dopo  l'iniezione 
di  mezzo  grammo 
di  cloridrato 
di  chinino 
con  urptano 

Chinina  ricercata  colle  reazioni  della 

Talleiochina 

Fluorescenza 

1°  cane 
2°  cane 
3"  cane 

4.500 
3.950 
3.800 

14  ore 
17  ore 
23  ore 

assente 
assente 
assente 

manifesta 
assente 
assente 

Sicché,  per  l'amministrazione  della  chinina  associata  all'uretano,  già 
dopo  diciassette  ore  non  si  rinviene  più  chinina  nel  sito  di  iniezione. 

Invece  per  la  inoculazione  della  chinina,  non  associata  all'uretano, 
la  chinina  io  l'ho  trovata  sempre  nel  1°  e  2"  giorno,  ed  una  volta 
nel  3°  in  quantità  appena  apprezzabile. 

Sicché  io  debbo  ritenere  che  nel  luogo  d'iniezione  la  chinina  non 
permane  più  di  tre  giorni  ;  essa  viene  gradatamente  assorbita  dal 
primo  al  terzo  giorno,  giacché  al  quarto  e  quinto  giorno  non  ho  più 
rinvenuta  chinina  nel  sito  d'inoculazione.  Laonde,  sia  che  si  ammi- 
nistri per  bocca,  sia  che  si  somministri  per  iniezione,  l'assorbimento 
della  chinina,  al  massimo,  non  dura  più  di  tre  giorni,  come  più  di 
tre  giorni  non  dura,  al  massimo,  la  eliminazione  per  le  orine. 

Le  ricerche  di  De  Luca  (1)  poi  hanno  dimostrato  che  anche  nel 
sangue  circola  di  chinina  costantemente  una  quantità  più  piccola  quando 
la  chinina  viene  propinata  per  iniezione  che  per  bocca. 


(1)  Salla  qnantità  di  chinina  circolante  nel  sangue  dopo  somminisirasione 
per  via  gastrica  e  per  via  ipodermica.  Archivio  di  farmacologia  sperimentale 
e  scienze  affini,  1904,  p.  390. 
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Sicché  concludendo  :  dalle  mie  ricerche  risulta  che  la  chinina,  ipo^ 
dermicamente  amministrata,  non  permane  «  in  loco  »  nè  parecchi  giorni, 
come  vorrebbero  Mariani  e  Giemsa,  nè  delle  settimane,  come  dice 
Kleine. 

L'osservazione  clinica  di  non  pochi  anni  insegna  che  le  iniezioni 
di  chinina  troncano  le  febbri  malariche  alcune  ore  prima  di  quello 
che  non  faccia  la  chinina,  data  per  bocca.  Onde  dovrebbe  almeno 
supporsi  che  della  chinina,  data  per  iniezioni,  pervenga  nel  sangue, 
almeno  nelle  prime  ore  dopo  V inoculazione,  una  quantità  maggiore  di 
quella  che  vi  pervenga,  nelle  corrispondenti  ore,  della  chinina  data 
per  bocca.  Ed  invece,  come  osservasi  da  questa  tabella,  tratta  dal 
lavoro  di  De  Luca,  ciò  non  accade  :  chè  anzi,  sin  dalla  prima  ora 
dopo  l'iniezione,  giunge  nel  circolo  sanguigno  di  chinina  una  quantità 
sempre  minore  di  quando  la  chinina  viene  introdotta  per  bocca. 


Quantità  di  chinina  circolante  nel  sangue. 

Dopo  la  somministrazione      Dopo  la  somministrazione 
per  via  gastrica  per  via  ipodermica 

nella    P  ora.  .  ...  .  .  gr.  0.096  gr.  0.046 


»  2^  »   »  0.099  »  0.050 

»  3»  »                     .  »  0.141  »  0.063 

»  4^  »   »  0.119  »  0.068 

»  6^  »   »  0.087  »  0.073 

»  24^  »   »  0.026  »  0.020 


Ed  allora  :  se  la  chinina,  ipodermicamente  amministrata,  si  assorbe 
bene;  certo,  non  con  minor  prontezza  della  chinina  data  per  bocca p 
eppure  della  chinina  iniettata  ne  giunge  nel  sangue  e  ne  passa  nelle 
orine  una  quantità  sempre  minore  della  chinina  introdotta  per  bocca, 
quale  fattore  bisogna  invocare  per  una  razionale  spiagazione? 

Nel  mio  lavoro  del  decorso  anno  «  Sulla  eliminazione  della  chinina 
somministrata  per  la  bocca  e  per  la  via  ipodermica  »  io,  a  spiega- 
zione dei  risultati  ottenuti,  concludevo  che  la  quantità  di  chinina,  che 
si  elimina  per  le  orine,  è  in  dipendenza  di  due  fattori: 

1°  è  in  rapporto  diretto  colla  quantità,  che  si  assorbe; 
2°  è  in  rapporto  inverso  colla  quantità  che  viene  ossidata  e  di- 
strutta nell'organismo. 

Allora,  non  avendo  io  compiuto  ricerche  dirette  della  chinina,  nel 
sito  dHniezione,  mi  parve  di  dover  dare  la  preferenza  al  1"  fattore. 
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Oggi  che  le  indagini  dirette  a  rinvenire  la  chinina  nel  luogo  d'inocu- 
lazione mi  hanno  dimostrato  che  la  chinina  iniettata  si  assorbe 
prontamente,  bisogna  invocare,  a  spiegazione,  il  2"  fattore. 

Bisogna  ammettere  che  della  chinina  iniettata  se  ne  ossidi  e  se  ne 
distrugga  più  di  quando  essa  viene  amministrata  per  bocca.  È  per 
ciò  che  della  chinina  iniettata  se  ne  rinviene  nel  sangue  e  se  ne  eli- 
mina per  le  orine  una  quantità  minore  di  quando  vien  data  per  via 
gastrica. 

A  tale  regola  fa  eccezione  la  chinina  inoculata  in  associazione  col- 
l'uretano,  come  ne  fan  fede  le  osservazioni  riferite  in  un  mio  prece- 
dente lavoro  (vedi  nel  luogo  citato  al  n.  5).  Ed  invero,  per  tale  as- 
sociazione, la  eliminazione  della  chinina  è  maggiore  di  quando  venga 
inoculata  sola.  Tale  fenomeno  può  trovare  spiegazione  nel  fatto  che, 
per  la  inoculazione  della  chinina  associata  aWuretano  V assorbimento  è 
più,  pronto  di  quando  la  chinina  viene  iniettata  senza  uretnno.  Le  osser- 
vazioni riferite  in  questo  lavoro  dimostrano  infatti  che,  nel  sito  di 
iniezione,  la  chinina  non  si  trova  più  dopo  17  ore,  se  inoculata  as- 
sociata all'uretano,  e  si  ritrova  invece  talvolta  fino  al  terzo  giorno, 
se  iniettata  libera  di  uretano. 

* 
*  * 

Qual'è  la  ragione  per  cui  della  chinina  data  per  iniezioni  se  ne 
ossiderebbe  e  se  ne  distruggerebbe  più  di  quando  venga  data  per 
bocca? 

Può  forse  il  sale  di  chinina  essere  trasformato  nel  canale  digerente 
in  un  composto  tale  da  rendere  la  chinina  meno  ossidabile? 

Giemsa  e  Schaumann,  a  pagina  69  del  lavoro  citato,  discutendo  lo 
ragioni  per  cui  della  chinina  iniettata  se  ne  elimini  di  meno  di  quella 
introdotta  per  bocca,  concludono:  «  dass  bei  subkutaner  Einfuhrung 
des  Chinins,  dessen  Zerstorung  im  Organismus  intensiver  vor  sich 
geht  aLs  bei  Verarbreichung  per  os  ».  Ma  questi  A  A.  non  son  in  realtà 
molto  coerenti,  giacché  sempre  nello  stesso  lavoro,  un  po'  innanzi, 
affermano  che  la  chinina,  per  iniezioni,  si  assorbe  lentamente  (langsam  !). 
Ed  allora,  a  me  pare,  la  lentezza  dell'assorbimento  potrebbe  spiegare 
di  per  sè  sola  la  minore  eliminazione  per  le  orine  della  chinina  iniet- 
tata. Solo,  quando  si  escluda  la  lentezza  dell'assorbimento  della  chi- 
nina inoculata,  come  dalle  mie  ricerche  risulta,  acquista  valore  l'ipotesi 
che  la  diminuita  eliminazione  per  le  orine  della  chinina,  data  per  inie- 
zioni, dipenda  dalla  sua  maggiore  distruttibilità  in  confronto  della 
chinina,  per  bocca  amministrata. 


Istituto  di  farmacologia  sperimentale 

della  R.  Università  di  Roma 


Sulla  determinazione  quantitativa  della  chinina  nelle  urine  e  nel  sanyue 

per  il  dott.  ALESSANDRO  BALDONI. 

Sulla  presenza  della  chinina  nel  sangue,  negli  organi  e  nei  secreti 
sono  stati  pubblicati  in  questi  ultimi  tempi  numerosi  lavori.  L'uso  così 
frequente  del  farmaco,  la  sua  importanza  nella  cura  della  malaria, 
ci  rendono  ragione  di  questa  ricchezza  di  ricerche  indirizzate  a  chia- 
rire sempre  meglio  l'azione  della  chinina.  Molto  fiorente,  dunque,  è  la 
letteratura  sulla  quantità  di  chinina  che  si  riscontra  nell' organismo 
e  nei  secreti  in  seguito  all'uso  dell'alcaloide,  ed  altresì  numerosi  sono 
i  metodi  proposti  per  la  ricerca  e  per  il  dosaggio  di  essa.  Tutta 
questa  molteplicità  risiede  nel  fatto  che  la  deterniinazione  quantitativa 
degli  alcaloidi  aspetta  ancora  un  metodo  adatto  e  che  conduca  a  risul- 
tati di  maggiore  esattezza. 

E  la  deficienza  di  un  metodo  generale  e  veramente  buono  per  la 
determinazione  quantitativa  degli  alcaloidi  si  fa  risentire  non  solo  nei 
singoli  lavori,  ma  anche  nelle  Farmacopee  dove  il  metodo  proposto 
risulta  dall'esperienza  e  dalla  discussione  dei  vari  Commissari  che  la 
compilarono.  Orbene  nelle  Farmacopee  dei  diversi  Stati  capita  di  os- 
servare che  il  metodo  da  seguire  per  il  dosaggio  quantitativo  dei 
contenuto  alcaloideo  di  una  stessa  droga,  di  uno  stesso  estratto,  tin- 
tura, ecc.,  varia  da  Farmacopea  a  Farmacopea. 

Non  fa  meraviglia  quindi  se,  nelle  loro  ricerche,  i  singoli  autori 
seguano  metodi  diversi  o  ne  propongano  dei  nuovi  ;  è  però  da  osser- 
vare che  non  tutti  sono  ugualmente  attendibili  od  ugualmente  sem- 
plici, mentre  nelle  ricerche  cliniche,  quando  non  si  ha  un  metodo  in- 
discussamente esatto  e  che  s'impone  per  la  sua  precisione,  bisogna 
attenersi  a  quel  processo  che  alla  maggiore  approssimazione  aggiunge 
il  vantaggio  della  brevità  e  della  semplicità. 

Che  nelle  Farmacopee  siano  descritti  metodi  lunghi,  laboriosi  e  dif- 
ficili si  può  intendere,  dovendo  esser  sicuri  che  tutto  il  principio  attivo 
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sia  isolato  in  modo  che  quando,  si  fa  la  prescrizione,  si  ordini  quella 
quantità  di  principio  attivo  necessario  per  raggiungere  l'effetto  tera- 
peutico e  non  si  oltrepassi  quella  dose,  che  superata  potrebbe  deter- 
minare qualche  manifestazione  tossica.  Ma,  in  queste  circostanze,  chi 
fa  l'analisi  è  fornito  di  tutti  gli  apparecchi  necessari  per  l'indagini 
chimiche,  anche  le  più  delicate,  mentre  diverse  sono  le  condizioni  e 
le  finalità  del  clinico,  il  cui  interesse  principale  è  di  conoscere  se,  nel 
caso  particolare,  la  sostanza  sia  stata  assorbita,  se  si  soffermi  o  si 
depositi  a  preferenza  in  uno  o  in  un  altro  organo,  per  quali  organi 
e  in  che  quantità  sia  eliminata  coli' approssimazione  maggiore. 

Per  il  dosamento  degli  alcaloidi  si  hanno  diversi  metodi  che  pos- 
sono dividersi  in  ponderali  e  volumetrici.  Il  metodo  ponderale  è  certo 
da  preferirsi  quando  si  sia  sicuri  di  avere  isolato  tutto  l'alcaloide  e 
non  siano  state  estratte  contemporaneamente  impurezze.  Bisogna  poi 
ricorrere  necessariamente  ad  esso  quando  dalla  sostanza  si  possono 
estrarre  alcaloidi  a  funzione  basica  diversa  o  quando  altre  sostanze 
estratte  siano  capaci  di  combinarsi  colla  soluzione  acida  titolata,  se 
si  adoperasse  il  metodo  volumetrico.  In  tutte  le  altre  circostanze  però 
il  metodo  volumetrico  dà  dei  risultati  così  soddisfacenti  che  alcune 
Farmacopee  lo  adottano  e  molti  ricercatori  vi  si  rivolgono  di  prefe- 
renza. 

Nè  si  deve  pensare  che  il  metodo  volumetrico  sia  di  recente  pro- 
posta perchè  l'acido  tannico  di  noto  titolo  è  stato  uno  dei  primi 
mezzi  impiegati  per  calcolare,  dal  precipitato  ottenuto,  il  contenuto 
alcaloideo,  e  Wagner  (1),  che  criticò  questo  metodo  come  poco  atten- 
dibile, fin  dal  1861  propose  di  dosare  gli  alcaloidi  con  una  soluzione 
di  iodio  e  ioduro  di  potassio,  aggiunto  in  eccesso,  e  determinare  poi 
l'eccesso  di  iodio,  non  entrato  in  reazione,  mediante  una  soluzione 
di  iposolfito  sodico  a  titolo  noto.  La  soluzione  impiegata  da  Wagner 
era  composta  da  gr.  12,7  di  iodio,  con  la  quantità  necessaria  di  KJ 
per  ottenere  la  soluzione,  ed  acqua  distillata  fino  ad  un  litro.  Propose 
questo  metodo  proprio  per  il  dosaggio  della  chinina  nelle  cortecce  di 
china,  convinto  che  molti  alcaloidi  come  la  stricnina,  la  chinina,  la 
narcotina,  la  morfina,  la  cinconina,  la  veratrina,  l'aconitina,  la  bru- 
cina,  l'atropina  ecc.,  sono  completamente  precipitati  e  contengono 
una  quantità  costante  di  iodio,  mentre  non  sarebbero  precipitati  la 
caffeina,  la  teobromina,  la  piperina. 

Ma  posteriormente  è  sorto  il  dubbio  sulla  costanza  della  quantità 
di  iodio  nei  poliioduri  anzi  il  Mohr  (2),  oltre  all'incostanza  del  pre- 
parato ritiene  che  la  presenza  di  acidi  liberi,  come  si  faceva  nel  pro- 
cesso di  Wagner,  non  è  senza  influenza  sul  risultato  del  dosaggio. 
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Schweissinger  (3)  poi  ha  dimostrato  che  i  precipitati  dei  periodari 
alcaloidei  in  contatto  con  un  eccesso  di  acqua  a  poco  a  poco  si  scom- 
pongono e  lo  iodio  reagisce  coll'iposolfito. 

Più  tardi  nel  1865  il  Mayer  propose  di  adoperare  le  soluzioni  di 
ioduro  doppio  di  mercurio  e  potassio  ed  osservare  il  momento  in  cui 
nel  liquido  non  si  forma  più  precipitato  per  l'aggiunta  di  ioduro  ;  ma 
é  facile  comprendere  come  sia  difficile  cogliere  esattamente  il  mo- 
mento in  cui  la  reazione  è  terminata.  La  stessa  obbiezione  si  può 
fare  al  metodo  basato  sull'uso  dell'acido  fosfomolibdico  in  soluzione 
titolata.  I  risultati  in  pratica  sono  tutt'altro  che  soddisfacenti. 

Il  metodo  iodometrico  di  Kippenberger  (4)  è  un  ritorno  al  metodo 
di  Wagner,  perchè  g]i  alcaloidi,  disciolti  in  HCl  di  nota  concentra- 
zione, con  aggiunta  di  AgJ,  sono  precipitati  da  una  soluzione  N/20  di 
iodio  in  KJ,  fino  a  che  non  si  formi  più  precipitato  ed  il  liquido  ri- 
manga distintamente  colorato  in  giallo.  L'eccesso  di  iodio  si  calcola 
con  una  soluzione  di  iposolfito  sodico  di  titolo  noto,  impiegando  la 
salda  d'amido  come  indicatore.  Dalla  quantità  di  iodio  entrata  in 
reazione  si  calcola  la  quantità  di  alcaloide  contenuta.  Kippenberger, 
dopo  aver  provato  vari  metodi,  basati  tutti  sulla  precipitazione  degli 
alcaloidi  per  mezzo  di  reattivi  adatti  (acido  tannico,  bicloruro  di 
mercurio,  soluzione  iodoiodurata  ecc.)  dà  la  preferenza  alla  precipi- 
tazione collo  iodio  disciolto  in  soluzione  di  KJ  in  presenza  di  AgJ, 
dopo  aver  trasformato  l'alcaloide  allo  stato  di  idroclorato. 

Al  metodo,  proposto  da  Kippenberger,  sono  state  mosse  critiche 
da  Scholtz  (5),  il  quale  mise  in  chiaro  che  non  esiste  una  relazione 
costante-  tra  la  quantità  di  alcaloide  e  la  quantità  di  iodio  impiegato, 
aggiungendo  che  il  perioduro  alcaloideo  non  è  del  tutto  insolubile 
nella  soluzione  di  AgJ  e  KJ  per  cui  il  perioduro  si  lascerebbe  titolare 
nell'iposolfito  come  fosse  iodio  libero.  Rispose  Kippenberger  (6)  cer- 
cando di  sostenere  il  suo  metodo  e  riportando  il  risultato  di  nuove 
esperienze,  fra  le  quali  ve  ne  sono  alcune  che  si  riferiscono  alla  chi- 
nina. Forse  si  può  ritenere  collo  Scholtz  (7)  che  il  metodo  Kippen- 
berger non  sia  l'ideale  dei  metodi,  tuttavia  in  pratica  dà  buoni  risul- 
tati, e  non  pochi  sono  quelli  che  lo  hanno  utilizzato  nelle  ricerche 
cliniche  e  in  quelle  tossicologiche. 

Il  metodo  iodometrico  di  Gordin  (8)  in  parte  è  simile  a  quello  di 
Kippenberger,  ma  in  parte  se  ne  discosta.  Esso  è  basato  sul  concetto 
che  la  composizione  dei  perioduri  degli  alcaloidi  sia  in  rapporto  colla 
quantità  di  iodio  (fin  qui  è  d'accordo  colle  vedute  di  Kippenberger) 
e  che  il  perioduro  ottenuto  da  una  soluzione  acida  con  una  soluzione 
iodoiodurata,  per  ogni  molecola  d'alcaloide  tenga  legata  un'equiva- 
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lente  quantità  di  acido.  Egli,  nel  suo  metodo,  discioglie  l'alcaloide, 
isolato,  in  un  eccesso  di  HCl  N/20,  precipitata  la  soluzione  dell'alca- 
loide con  un  eccesso  di  soluzione  iodoiodurata,  filtra  il  liquido,  lo 
decolora  con  iposolfito  e  calcola  l'acido  rimasto  libero  con  una  solu- 
zione N/20  di  NaOH,  dopo  avere  aggiunto  fenolftaleina.  Dall'eccesso 
di  acido  non  entrato  in  combinazione  coli' alcaloide,  calcola  per  diffe- 
renza la  quantità  di  questo.  Dunque,  il  principio  del  metodo  consiste 
nel  far  reagire  l'alcaloide  con  un  eccesso  di  acido  titolato  e  calcolare 
l'eccesso  dell'acido  mediante  una  soluzione  titolata  di  NaOH,  con 
l'aiuto  di  un  indicatore  adatto. 

La  formola  generale  del  perioduro  ottenuto  sarebbe,  secondo 
Gordin  : 

(Ale.  HJ)  m.  Jn 

dove  m  ed  n  rappresentano  cifre  non  costanti.  Gordin  ammette  che 
avvengano  questi  passaggi: 

1)  Ale.  +  HCl  =  Ale.  HCl. 

2)  Ale.  HC  +  KJ  =  Ale.  HJ  +  KCl. 

3)  m  (Ale.  HJ)  +  Jn  =  (Ale.  HJ)  m.  Jn. 

Oltre  al  metodo  ponderale  ed  al  volumetrico,  per  la  ricerca  quan- 
titativa della  chinina  ne  è  stato  proposto  un  altro,  che  possiamo 
dire  colorimetrico,  basato  cioè  sull'intensità  della  fluorescenza  della 
chinina  disciolta  in  acido  solforico  diluitissimo,  reazione  che  avrebbe 
comune  colla  chinidina,  quando  passa  in  soluzione  in  presenza  di 
ossiacidi  (H^SO*).  Veramente  anche  la  chinina  pura  dà  fluorescenza 
azzurra  in  soluzione  acquosa  (9)  che,  mentre  e  ben  visibile  in  solu- 
zione 1 : 20000,  se  si  fa  arrivare  sulla  soluzione  un  raggio  refratto  da 
una  lente  biconvessa  o  uno  riflesso  da  uno  specchio  concavo,  non  è 
più  percettibile,  alla  luce  solare,  nemmeno  alla  diluizione  1  : 2000. 
L'artificio  di  far  giungere  un  forte  raggio  luminoso  permette  di  osser- 
vare molto  bene  il  colorito  azzurro  della  superficie.  La  fluorescenza 
della  chinina  può  essere  esaltata  da  un  eccesso  di  H^SO*,  partico- 
larmente se  la  soluzione  è  collocata  avanti  al  sole  e  ad  una  carta 
nera.  Così  Regnauld  ha  potuto  confermare  la  sensibilità  della  reazione 
in  soluzione  1  :  500000,  come  aveva  detto  già  Fliickiger  (10)  e  ri- 
scontrato Denigès  (11)  il  quale,  peraltro,  per  avere  questa  sensibilità 
doveva  ricorrere  ad  un  piccolo  nastro  di  magnesio  incandescente, 
come  sorgente  luminosa.  Per  la  sensibilità  della  fluorescenza  Giemsa 
e  Schaumann  (12)  mettono  come  limite  massimo  la  concentrazione 
1:200000. 
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Kerner  (13),  per  il  dosaggio  della  chinina  eliminata  per  le  urine  o 
esistente  negli  organi,  si  è  servito  del  fluoroscopio,  in  cui  l'intensità 
della  fluorericenza  della  chinina  estratta  era  paragonata  con  quella 
di  una  soluzione  campione.  Nel  fluoroscopio  la  sensibilità  arriverebbe 
da  soluzioni  1  : 2000000  a  soluzioni  1  : 8000000.  Con  questo  pro- 
cesso egli  ha  osservato  che  l'eliminazione  della  chinina  si  prolunga 
per  oltre  tre  giorni  e  la  quantità  eliminata  raggiunge  e  supera  80  % 
dell'alcaloide  introdotto.  Nessun  altro  esperi  montatore  ha  potuto  ri- 
scontrare cifre  così  elevate,  anzi  nemmeno  cifre  che  in  un  certo  qaal 
modo  si  possano  avvicinare.  Questa  notevole  differenza  deve  dipen- 
dere dalla  poca  esattezza  del  metodo,  poiché  se  fra  il  tono  dei  co- 
lori accade  osservare  differenze  di  apprezzamento  anche  nello  stesso 
individuo,  si  può  dire  che  lo  stesso  debba  avvenire  per  la  fluorescenza, 
particolarmente  quando,  come  avviene  per  la  chinina,  la  fluorescenza 
non  è  esattamente  proporzionale  alla  concentrazione  della  soluzione. 

Una  reazione  colorata,  che  è  stata  utilizzata  per  il  dosaggio  della 
chinina,  è  quella  fatta  conoscere  da  Brandes  (14)  e  denominata  della 
talleiochina  da  Brandes  e  Leber  (15).  Essa  consiste  nell'aggiungere 
ad  una  soluzione  di  chinina  prima  acqua  di  cloro  e  poi  ammoniaca 
concentrata.  Si  ottiene  una  bella  colorazione  verde  smeraldo  da  cui, 
a  seconda  della  concentrazione,  può  formarsi  un  precipitato  verde  di 
talleiochina.  Questa  reazione,  secondo  Fliickiger  (16),  può  divenire 
più  sensibile  se  in  sostituzione  dell'acqua  di  cloro  si  adoperano  i 
vapori  di  bromo,  agitando  rapidamente  e  aggiungendo  subito  am- 
moniaca o  borace  (sensibilità   1  :  20000). 

Questa  reazione  molto  utile  per  riconoscere  se  in  una  soluzione 
esista  chinina,  quando  il  liquido  non  contenga  molti  acidi  liberi,  spe- 
cialmente acido  cloridrico,  è  comune  a  pochissime  sostanze  e  cioè 
alla  chinidina,  alla  chitenina  e  all'isochinina.  Ma  se  la  reazione  è 
molto  vantaggiosa  per  una  ricerca  qualitativa  non  credo  che  sia  la 
più  adatta  per  una  determinazione  quantitativa,  come  ha  fatto  De 
Sandro  (17). 

Questi  difatti,  basandosi  sulla  maggiore  sensibilità  di  reazione  della 
chinina  di  fronte  ai  vapori  di  bromo  e  di  ammoniaca,  deduceva  che 
un  organo  doveva  contenere  minor  quantità  di  chinina  di  un  altro 
se  l'estratto  del  primo  dava  la  reazione  della  talleiochina  solo  con 
vapori  di  bromo  ed  ammoniaca,  mentre  quello  del  secondo  reagiva 
positivamente  anche  con  acqua  di  cloro  ed  ammoniaca.  Che  nel  primo 
organo  esistesse  chinina  era  dimostrato  chiaramente  dalla  reazione 
positiva  con  vapori  di  bromo,  ma  la  quantità  di  alcaloide  doveva 
essere  così  piccola  da  non  poter  essere  rivelata  da  una  reazione  meno 
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sensibile;  nel  secondo  organo  al  contrario,  in  cui  la  quantità  di  chi- 
nina doveva  essere  maggiore,  si  otteneva  reazione  positiva  anche  con 
una  reazione  meno  sensibile,  come  quella  data  trattando  l'estratto 
con  acqua  di  cloro  ed  ammoniaca. 

Ma  sulla  sensibilità  della  reazione  della  talleiochina  con  acqua  di 
cloro  non  tutti  gli  autori  sono  d'accordo,  come  del  resto  per  altre 
reazioni  della  chinina.  Difatti  sulla  sensibilità  della  reazione  della 
talleiochina  alcuni  ammettono  come  sensibilità  limite  soluzioni  1 : 2500, 
altri  1:4000  (FUickiger),  altri  1  :  5000  ed  anche  soluzioni  1:7500.  È 
facile  vedere  come  sono  troppo  grandi  le  differenze  sui  limiti  di  sen- 
sibilità della  reazione,  per  cui  limitandosi  solo  a  questa  ricerca,  per 
una  determinazione  quantitativa,  si  può  andare  incontro  ad  errori  che, 
con  altri  metodi,  potrebbero  essere  facilmente  evitati. 

Per  l'estrazione  della  chinina  dai  diversi  organi  e  dal  sangue  De 
Sandro  ha  impiegato  il  metodo  di  Dragendorff,  ed  è  venuto  alla  con- 
clusione che  da  10-15  minuti  dopo  un'iniezione  ipodermica  di  una  so- 
luzione di  chinina  corrispondente  a  gr.  3  !/£  per  80  chilogrammi  di 
peso  corporeo,  la  maggior  quantità  di  farmaco  si  rinviene  nel  sangue, 
poi  nei  reni,  da  ultimo  nel  fegato,  mentre  25  minuti  dopo  l'iniezione 
la  maggior  quantità  si  trova  nel  fegato,  poi  nel  sangue  e  da  ultimo 
nei  reni.  Cinquanta  minuti  dopo  l'iniezione  la  maggior  quantità  si 
troverebbe  nella  milza,  poi  nel  fegato,  muscoli,  reni,  sangue,  mio- 
cardio, ecc. 

L'organo  in  cui  più  persiste  la  chinina,  è  la  milza,  difatti  la  pre- 
senza del  farmaco  vi  sarebbe  dimostrabile  chiaramente  anche  dopo 
20  ore  dall'iniezione.  La  chinina  per  iniezione  sarebbe  più  attiva  nei 
malarici,  perchè  si  trova  nel  sangue  in  grande  quantità,  prima  che 
sia  fissata  nel  fegato.  L'arrivo  tardivo  nella  milza  e  nel  midollo  osseo 
si  spiegherebbe  colla  particolare  circolazione  di  questi  organi,  mentre 
la  maggiore  locahzzazione  e  la  più  lunga  persistenza  della  chinina 
nella  milza  renderebbero  più  efficace  l'azione  del  farmaco  contro  il 
parassita  malarico  che  nei  periodi  interaccessionali,  secondo  l'opinione 
quasi  unanime  degli  autori,  stabilisce  in  quest'organo  la  sua  sede 
prediletta.  Molte  altre  ricerche  ha  eseguito  il  De  Sandro  sulle  varia- 
zioni fisico-chimiche  del  sangue  e  sul  quantitativo  globulare  in  seguito 
ad  uso  di  chinina,  ma  i  risultati  non  interessano  le  mie  ricerche. 

In  altro  modo  determina  Kleine  (18)  la  quantità  di  chinina  nelle 
urine,  seguendo  il  metodo  proposto  da  Hager  (19)  per  il  dosaggio 
della  chinina  nella  corteccia  di  china.  Il  metodo  di  Hager  consiste 
nell'utilizzare  la  proprietà  che  ha  l'acido  picrico  di  precipitare  la 
chinina  e  di  pesare  il  picrato  raccolto  e  seccato  su  filtro  tarato.  Se- 
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condo  Hager  la  quantità  di  alcaloide  è  calcolata  facilmente  perchè 
costante  sarebbe  la  proporzione  fra  quantità  di  acido  e  di  chinina. 
Ad  uguale  conclusione  giunse  Medin  (20),  il  quale  sostiene  che  il  me- 
todo di  Hager  debba  essere  preferito  a  qualsiasi  altro  per  la  sua  ce- 
lerità, la  sua  comodità  e  la  sua  semplicità. 

Kleine  però  nella  ricerca  nelle  urine,  per  evitare  di  pesare  qualche 
impurezza  come  chinina,  dopo  aver  separato  per  filtrazione  il  plorato 
ottenuto,  lo  decompone  con  una  soluzione  di  NaOH  3  %,  estrae 
con  cloroformio,  essicca  a  120°  l'estratto  cloroformico  e  pesa  su  filtro 
tarato.  Il  processo  così  modificato  da  Kleine  è  stato  provato  e  se- 
guito da  vari  sperimentatori,  parte  immodificato,  parte  con  qualche 
modificazione,  come  sciogliere  l'estratto  cloroformico  in  alcool  a 
60  %,  filtrare  la  soluzione,  evaporare  e  seccare  a  120"  il  filtrato  e 
pesarlo  (Giemsa  e  Schaumann).  Io  però  mi  sono  potuto  convincere 
che  il  metodo  di  Kleine  non  è  dei  più  semplici  e  la  prima  difficoltà 
s'incontra  nell'ottenere,  dopo  l'aggiunta  dell'acido  picrico,  un  filtrato 
limpido,  anche  se  si  ricorre  all'artificio  di  aggiungere  albume  d'uovo. 
La  forte  emulsione  che  si  ha  poi  nell'estrazione  cloroformica  disturba 
parimenti  l'operazione  ed  inoltre  Grosser  (21)  fa  un'osservazione  di 
una  certa  importanza,  cioè  che  l'acido  picrico  precipita  molte  so- 
stanze urinarie,  fra  le  altre  i  pigmenti,  che  passano  nel  cloroformio. 

De  Luca  (22),  che  ha  determinato  la  quantità  di  chinina  circo- 
lante nel  sangue  dopo  somministrazione  del  farmaco  per  via  gastrica 
e  per  via  ipodermica,  per  il  dosaggio  ha  seguito  il  metodo  Kippen* 
berger  perchè  egli,  dopo  avere  estratto  con  etere  la  chinina,  dal  san- 
gue degU  animali  chininizzati,  all'apparecchio  di  Soxhlet,  riprendeva 
r  estratto  etereo  con  10  c.  c.  di  una  soluzione  HCl  1  :  10,  in  cui  era 
disciolto  1  grammo  di  bromuro  di  potassio;  tutto  era  portato  a 
50  c.  c.  e  precipitava  la  chinina,  con  un  eccesso  di  una  soluzione  N/ao 
di  iodio  in  ioduro  di  potassio  e,  adoperando  come  indicatore  la  salda 
d'amido,  rititolava  l'eccesso  dello  iodio,  non  entrato  in  reazione,  con 
una  soluzione  di  iposolfito  di  sodio. 

Mariani  (23),  che  non  molto  prima  aveva  pubblicato  il  risultato 
delle  sue  ricerche,  preferi  invece  il  dosaggio  ponderale,  estraeva  cioè 
l'alcaloide  dalle  urine  e  dagli  organi  seguendo  il  metodo  di  Dragen- 
dorff,  purificava  il  primo  estratto  etereo  o  cloroformico  acidificando 
con  acido  diluito,  filtrava,  alcalinizzava  nuovamente  il  filtrato  ed 
estraeva  una  seconda  volta  con  etere.  L' estratto  etereo  raccolto, 
seccato  a  120°  C.  per  un'ora  e  pesato,  era  considerato  come  chinina. 

Un  metodo  ponderale  molto  semplice  è  quello  proposto  da  Gaglio 
■(24),  seguito,  con  risultato  soddisfacente  da  molti  suoi  allievi  (25)  ed 
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esteso  ad  altre  ricerche  sulla  chinina.  Il  metodo  che  Gaglio  propose 
per  il  dosaggio  della  chinina  nelle  urine,  consiste  essenzialmente  in 
ciò  :  a  200  c.  e.  di  urina  si  aggiungono  5  grammi  di  ossido  di  ma- 
gnesio, si  fa  essiccare  su  bagnomaria,  si  polverizza  e  si  estrae  con 
cloroformio  a  freddo.  L' estratto  cloroformioo,  essiccato  a  120°  C, 
pesato,  dà  la  quantità  di  alcaloide  eliminato  in  200  ce.  di  urina,  da 
cui  si  calcola  facilmente  l'eliminazione  giornaliera.  Questo  metodo  ha 
dato  luogo  a  qualche  critica  specialmente  da  parte  di  Schmitz  (26) 
e  di  Giemsa  e  Schaumann  (12).  L'appunto  maggiore  che  si  fa  ad  esso 
è  di  dare  cifre  troppo  elevate,  quantunque  molto  lontane  da  quelle 
date  da  Kerner,  perchè  il  solvente,  oltre  1'  alcaloide,  porterebbe  in 
soluzione  altre  sostanze  che  verrebbero  pesate  come  chinina. 

In  tutte  le  esperienze  di  prova,  ripetute  pili  e  più  volte  in  labo- 
ratorio, non  ho  avuto  mai  occasione  di  osservare  che  il  cloroformio 
estragga  dalle  urine  molte  impurezze,  quando  si  segua  esattamente  il 
metodo  proposto  dal  prof.  Gaglio.  Giemsa  e  Schaumann  (12)  riferi- 
rono i  risultati  di  due  prove  del  metodo  Gaglio  da  loro  eseguite. 
Nella  seconda  prova  essi  ottennero  175  %  della  chinina  aggiunta  alle 
urine,  ma  gli  autori  non  si  sono  messi  nelle  condizioni  indicate  da 
Gaglio.  Difatti  essi,  dopo  avere  aggiunto  ossido  di  magnesio,  hanno 
essiccato  l'urina  prima  a  bagnomaria,  poi  alla  stufa  a  100°  e  quindi 
hanno  estratto  con  cloroformio  all'apparecchio  di  Soxhlet.  In  queste 
condizioni  però  da  una  parte  si  elimina  completamente  l'acqua,  dal- 
l'altra si  adopera  cloroformio  riscaldato  perchè  il  calore  del  cloro- 
formio bollente  si  comunica  in  parte  a  quello  contenuto  nell'estrat- 
tore, essendo  a  61-62°  C.  la  temperatura  di  ebollizione  del  cloroformio. 
Sostanze,  che  non  sono  disciolte  nel  cloroformio  a  temperatura  am- 
biente, probabilmente  trovano  le  condizioni  di  solubilità  nel  cloro- 
formio riscaldato.  Che  la  ragione  stia  in  ciò  lo  dimostra  la  prima 
prova  fatta  da  Giemsa  e  Schaumann,  nella  quale  l'urina,  con  quan- 
tità nota  di  chinina  e  dopo  aggiunta  di  ossido  di  magnesio,  fu  pa- 
rimenti essiccata  prima  a  bagnomaria  e  poi  alla  stufa  a  100°  C.  La 
estrazione  cloroformica  fu  fatta  alla  temperatura  ambiente  ottenen- 
dosi un  estratto  che  essiccato  a  120°  C.  corrispondeva  a  113,25  %  della 
chinina  aggiunta.  Questa  cifra  è  anche  essa  troppo  elevata  e  supera 
r  errore  analitico  ammissibile,  ma  è  ben  lontana  dal  175  %  riscon- 
trato nella  seconda  prova.  Io  credo  però  che  se  gli  autori  si  fossero 
messi  nelle  condizioni  indicate  dal  Gaglio,  avrebbero  ottenuto  dei 
risultati  ancora  più  soddisfacenti. 

Invero,  estrarre  da  una  polvere  essiccata  a  bagnomaria,  o  dalla 
stessa  essiccata  alla  stufa  a  100",  non  è  la  stessa  cosa  ;  il  riscalda- 
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mento  maggiore  dato  dalla  stufa  a  100°  C.  fa  evaporare  anche  1'  ul- 
time tracce  di  acqua.  Orbene,  tutte  quelle  sostanze,  il  cui  coeffioiente 
di  solubilità  nell'acqua  fosse  maggiore  che  nel  cloroformio  e  che  po- 
trebbero essere  trattenute  nel  residuo  pulverulento,  quando  l' essic- 
cazione fosse  fatta  a  bagnomaria,  passano  nel  cloroformio  quando 
tutta  l'acqua  è  evaporata,  come  accade  nell'essiccazione  alla  stufa. 
Oltre  di  che  il  riscaldamento  maggiore  alla  stufa  può  favorire  la 
decomposizione  di  altre  sostanze,  i  cui  prodotti  altresì  potrebbero 
passare  nel  cloroformio.  Una  grande  differenza,  in  verità,  non  è  stata 
da  me  riscontrata,  nelle  prove  comparative  fra  l'essiccamento  a  ba- 
gnomaria e  l'essiccamento  alla  stufa  a  100°,  come  risulta  dai  seguenti 
valori  ottenuti,  ciò  non  esclude  però  che  in  qualche  caso  questa 
differenza  possa  esistere  realmente  e  che  essa  sia  dovuta  alla  tecnica 
seguita.  11  Gaglio  peraltro  ammette  che  il  cloroformio  possa  estrarre 
talvolta  quantità  di  pigmento  che  è  necessario  allontanare,  discio- 
gliendo il  residuo  in  acido  solforico  diluito,  filtrando,  alcalinizzando 
il  filtrato  con  soluzione  di  potassa,  ed  estraendo  nuovamente  con 
cloroformio. 

Tabella  I. 


Dosaggio  della  chinina  per  pesata  —  Estrazione  cloroformica. 


Quantità 
d'urina 

Chinina 
anidra 

Ossaldo 
di 

magnesio 

Chinina  anidra  riscontrata 

□  mero 

essiccazione 
a  baguoma<-la 

essiccazione 
alla  stufa  a  100°  e. 

presa 
co. 

aggiunta 
gr. 

aggiunto 
gr. 

in  toto 
sr. 

% 

in  toto 
gr. 

% 

1 

200 

0.0929 

5 

0.0920 

99.03 

2 

» 

0.0799 

n 

0.0803 

100.50 

3 

» 

0.0557 

» 

0.0566 

101.61 

4 

» 

0.0505 

0.0486 

96.23 

5 

>> 

0.0783 

0.0791 

100.02 

6 

» 

0.0647 

» 

0.0610 

94.28 

7 

» 

0.0900 

» 

0.0894 

99.33 

8 

> 

0.0856 

u 

0.0846 

98.71 
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Oltre  al  metodo  Gaglio,  per  il  dosaggio  della  chinina  è  stato  pro- 
vato il  metodo  che  Gordin  (8)  propose  per  altri  alcaloidi  (morfina, 
idrastina;  stricnina,  atropina,  caffeina,  cocaina)  e  seguito  anche  da 
Schmitz  per  determinare  la  quantità  di  chinina  eliminata.  Ho  voluto 
eseguire  delle  prove  comparative  fra  questi  due  metodi. 

Per  queste  prove  di  controllo,  ad  una  certa  quantità  di  urina  ag- 
giungevo una  determinata  quantità  di  chinina  diseiolta  precedente- 
mente in  H^SO*.  Si  mescolava  il  liquido  e  si  divideva  in  due  por- 
zioni uguali.  Ad  ambedue  le  porzioni  si  aggiungeva  la  stessa  quan- 
tità di  ossido  di  magnesio  e  si  estraeva  con  cloroformio  dopo  essic- 
cazione su  bagnomaria.  Uno  degli  estratti  cloroformici  era  seccato  a 
120°  G.  e  pesato,  l'altro  serviva  per  il  dosaggio  col  metodo  Gordin. 

Lo  scopo  principale  era  di  vedere  se  l'eventuale  errore  commesso 
col  metodo  Gaglio,  in  cui  si  peserebbero  come  chinina  le  impurezze 
estratte,  si  fosse  potuto  eliminare  seguendo  il  metodo  Gordin. 

Il  metodo  Gaglio  fu  eseguito  da  me  nel  seguente  modo  :  a  200  ce, 
di  urina  si  aggiungevano  5  grammi  di  ossido  di  magnesio  e  si  faceva 
evaporare  su  bagnomaria  fino  a  secchezza.  Dal  residuo  secco,  dibat- 
tendo con  cloroformio,  veniva  direttamente  estratta  la  chinina  (sono 
sufficienti  a  questo  scopo  due  trattamenti  successivi  con  c.  c.  60  di 
cloroformio  per  volta).  Distillato  il  cloroformio,  rimaneva  un  residuo 
che  disseccato  per  un'ora  a  120°  C.  e  pesato,  indicava  la  quantità  di 
chinina  esistente  in  200  c.  c.  di  urina. 

L'altro  metodo,  che  è  un  metodo  volumetrico,  era  invece  eseguito 
così  : 

All'estratto  cloroformico,  ottenuto  seguendo  il  metodo  Gaglio, 
dopo  evaporazione  del  cloroformio,  fosse  o  no  essiccato  alla  stufa  a 
120°  C.,  erano  aggiunti  20  c.  c.  di  una  soluzione  N/'2o  di  H2S0*.  Si 
portava  su  bagnomaria  e  si  lasciava  digerire  per  diverso  tempo.  Dopo 
raffreddamento  si  filtrava  in  un  palloncino  tarato  della  capacità  di 
100  c.  c.  e  con  nuova  acqua  distillata  si  lavava  residuo  e  filtro  fino  ad  es- 
sere sicuri  che  tutta  la  chinina  era  passata  nel  filtrato  in  soluzione  solfo- 
rica. L'alcaloide  era  precipitato  mediante  una  soluzione  iodoiodurata 
(iodio  gr.  10  ;  KJ.  gr.  15  ;  acqua  fino  ad  un  litro)  aggiungendo  la  soluzione 
a  piccole  porzioni  e  ruotando  il  palloncino  dopo  ogni  aggiunta  per  uno 
o  due  minuti.  Così  si  separava  il  perioduro  molto  rapidamente  e  il  colore 
del  liquido  era  osservato  con  maggiore  facilità.  Quando  il  precipitato 
era  completamente  separato  e  il  liquido  soprastante  si  mostrava  co- 
lorato in  rosso,  si  era  sicuri  di  avere  messo  un  eccesso  di  reattivo  e 
che  tutto  l'alcaloide  era  precipitato  allo  stato  di  perioduro.  Si  ag- 
giungeva acqua  distillata  fino  a  raggiungere  il  volume  di  100  ce,  si 
filtrava  e  si  prendeva  come  parte  aliquota  50  c.  c.  cioè  la  metà  del 
liquido  e  quindi  anche  la  metà  dell'acido  solforico  rimasto  in  eccesso. 
Il  filtrato  conteneva  solo  la  metà  dell'acido  solforico  senza  alcaloidi,  i 
quali  avrebbero  potuto  offuscare  la  chiarezza  della  reazione  finale.  Ai 
50  c.  c.  di  liquido,  decolorati  con  alcune  goccie  di  iposolfito  sodico  10  %, 
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si  aggiungevano  tre  goccie  di  una  soluzione  alcoolica  di  fenolftaleina 
e  si  determinava  1'  eccesso  di  acido  rimasto  libero  mediante  una  so- 
luzione N/20  di  NaOH.  La  colorazione  violacea,  che  assumeva  il  li- 
quido, indicava  la  fine  della  reazione.  Dalla  quantità  di  c.  c.  di 
NaOH  N/20  impiegata  e  raddoppiata  si  conosceva  la  quantità  di 
H2  SO*  rimasto  in  eccesso  e  per  differenza  la  quantità  che  si  era  com- 
binata colla  chinina.  Le  soluzioni  titolate  da  me  adoperate  erano 
fatte  in  modo  che  1  c.  c.  di  soluzione  N/20  corrispondeva  gr.  0,0081 
di  chinina  anidra.  La  chinina  adoperata  era  la  base  pura,  priva  di 
acqua  di  cristallizzazione,  da  me  preparata  purificando  quella  com- 
merciale ed  essiccandola.  Essa  aveva  i  caratteri  di  solubilità  e  di 
punto  di  fusione  richiesti. 

In  queste  condizioni  il  dosaggio  non  richiede  molto  tempo,  nè 
presenta  grandi  difficoltà.  La  precipitazione  con  la  soluzione  iodo- 
iodurata  si  fa  in  pochi  minuti  ed  una  volta  cominciata  non  la  si 
deve  tralasciare.  In  nessun  caso  però  si  deve  procedere  alla  filtra- 
zione fino  a  che  con  brusche  scosse  date  al  palloncino  non  si  sia 
certi  che  il  precipitato  si  sia  separato  e  il  liquido  soprastante  sia 
limpido  e  di  colore  rosso  scuro. 

Questo  metodo  è  breve  nell'esecuzione  ed  inoltre  ha  un  altro 
pregio,  ed  è  che  nella  precipitazione  degli  alcaloidi  si  allontana  qual- 
che impurezza  che,  unita  tenacemente  all'estratto,  potrebbe  arrecare 
difficoltà  alla  determinazione.  Se  non  avvenissero  reazioni  interne, 
che  perturbassero  il  risultato,  si  sarebbe  potuto  aggiungere  diretta- 
mente l'alcali  per  calcolare  la  quantità  di  acido  non  combinato  col- 
l'alcaloide,  ma  quantunque  il  principio  del  metodo  abbia  fondamento 
su  di  una  base  scientificamente  indiscutibile,  tuttavia,  nell'adottarlo 
in  pratica,  è  necessario  allontanare  gli  alcaloidi  come  appunto  ha 
proposto  Gordin  coU'aggiungere  la  soluzione  di  iodio  e  filtrando.  Si 
è  detto,  è  vero,  che  la  precipitazione  della  chinina  e  di  molti  altri 
alcaloidi  mediante  il  reattivo  di  Bouchardat  non  è  così  completa 
come  accade  per  l'argento  a  mezzo  dell'acido  cloridrico  o  del  bario 
a  mezzo  dell'acido  solforico,  per  gli  scopi  pratici  però  è  sufficiente. 
Secondo  Rammstedt  (27)  l'alcaloide  sarebbe  da  precipitarsi  preferi- 
bilmente con  ioduro  d'oppio  di  potassio  e  bismuto. 

Nelle  tabelle  II  e  III  sono  esposti  i  risultati  ottenuti  comparati- 
vamente ad  altri  metodi. 

Secondo  Giemsa  e  Schaumann  il  metodo  da  seguirsi  per  la  ricerca 
della  chinina  nelle  urine  sarebbe  quello  di  Kleine  colla  modificazione 
da  loro  suggerita,  ovvero  ripetere  tre  estrazioni  con  50  cmc.  di  etere 
per  volta  sull'urina  alcalinizzata  con  lisciva  sodica,  riunire  l'estratto 
etereo,  evaporare  l'etere  e  seccare  il  residuo  a  100°  C.  sotto  corrente 
d'aria.  Il  residuo  deve  essere  trattato  ripetutamente  con  clorofor- 


246 


mio  a  temperatura  mite,  l'estratto  clorofor.iiico  filtrato  ed  evaporato 
con  lieve  riscaldamento  in  capsula  di  cristallo  tarata,  il  residuo  sec- 
cato a  120^  C.  e  pesato. 

Anche  Nishi  (28)  ha  provato  questo  metodo  riscontrandolo  molto 
attendibile,  ma  poiché  osservava  pure  che  l'estratto  cloroformico, 
per  quanto  purificato,  rimaneva  sempre  colorato  in  giallo,  pensò  di 
ricorrere  ad  un  altro  metodo  che  desse  risultati  ancor  più  esatti.  Il 
metodo  proposto  da  Nishi  consiste  nell'ottenere  il  citrato  di  chinina, 
che  secondo  l'autore  sarebbe  di  composizione  costante,  e  di  pesare 
il  citrato  ottenuto,  calcolando  poi  la  quantità  di  chinina  contenuta 
nella  molecola. 

Nelle  sue  particolarità  ecco  il  metodo  di  Nishi:  Un  apparecchio 
ad  estrazione,  riscaldato  per  mezzo  dell'elettricità  alla  temperatura 
di  80"  C,  è  riempito  con  250  cmc.  di  urina,  resa  fortemente  alcalina 
con  una  soluzione  di  soda  concentrata  (soluzione  circa  15  20  %).  Si 
estrae  con  etere  per  25-30  ore  fino  a  che  nelle  urine  non  rimane  più 
alcuna  traccia  di  reazione  chininica.  Per  agevolare  l'estrazione,  dal 
tubo  dell'imbuto  che  pesca  nel  liquido,  è  rimescolato  il  precipitato 
raccolto  nel  fondo  dell'estrattore.  L'estratto  etereo  è  filtrato  ed  eva- 
porato; il  residuo  seccato  è  ripreso  con  etere  anidro,  filtrato  di  nuovo 
e  messo  in  un  pallone  dove  s'ags2;iunge  una  soluzione  eterea  anidra 
di  acido  citrico  fino  a  che  non  si  forma  più  precipitato.  Dopo  riposo 
di  uno  o  due  giorni  si  filtra  il  citrato  ottenuto  per  filtro  di  asbesto 
molto  compatto,  si  lava  con  etere  anidro  il  pallone  e  si  versa  pa 
rimenti  sul  filtro.  Il  precipitato  raccolto  è  seccato  in  stufa,  pesato, 
e  dal  peso  ottenuto  si  calcola  la  quantità  di  chinina  dalla  formola 

C20  H24  ]S[2  02  •  C6  H8  0^. 

Nishi  per  il  dosaggio  della  chinina  utilizza,  dunque,  la  proprietà 
che  ha  il  citrato  di  chinina  di  precipitare  completamente  dall'etere 
anidro,  dopo  avere  raggiunto  la  sicurezza  che  costante  è  la  compo- 
sizione chimica  del  citrato  ottenuto  e  che  tutta  la  chinina  sia  stata 
estratta  dall'urina.  Nelle  prove  di  saggio  il  risultato  dell'analisi  ha 
dato  a  Nishi  una  cifra  molto  vicina  alla  quantità  di  chinina  aggiunta. 
I  risultati  da  me  ottenuti  non  sono  stati  così  soddisfacenti  come 
quelli  dell'autore  ed  ho  ottenute  cifre  oscillanti  come  per  gli  altri 
metodi  di  ricerca  quantitativa.  Che  dei  diversi  sali  che  la  chinina 
può  fare  coU'acido  citrico  se  ne  formi  solamente  uno  e  costantemente 
quello  più  sopra  accennato  può  sembrare  discutibile  perchè  anche  con 
altri  reattivi,  con  i  quali  quest'alcaloide  può  reagire  in  diverse  pro- 
porzioni, in  ultima  analisi  si  trova  come  prodotto  un  miscuglio  di  sali 
chininici  in  proporzione  diversa.  Già  ho  ricordato  la  discussione  sui 
poliioduri  alcaloide!  ed  è  ben  noto  pure  che  la  chinina  con  acido  tan- 
nico può  dar  luogo  a  sali  la  cui  percentuale  di  alcaloide  varia  molto. 
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Inoltre  l'aggiunta  di  un  alcali  fa  precipitare  l'alcaloide,  ma  non  è 
detto  che  gli  alcaloidi  siano  assolutamente  insolubili  nell'acqua  e  nel 
caso  nostro  la  chinina.  La  chinina  allo  stato  di  base  è  più  solubile 
nell'etere  che  nell'acqua  (1  :1600).  ma  asportare  dall'acqua  le  ultime 
porzioni  di  alcaloide  è  difficile  ed  è  tanto  più  difficile  perchè  nel  caso 
attuale  il  liquido  (urina)  è  riscaldato  ad  una  certa  temperatura  (80°  C). 
In  queste  condizioni  aumenta  il  coefficiente  di  solubilità  della  chi- 
nina dall'acqua,  per  cui  si  lascia  estrarre  con  più  difficoltà  dall'etere. 
L'autore,  per  assicurarsi  che  tutta  la  chinina  fosse  stata  estratta,  ricor- 
reva alla  prova  del  reattivo  di  Mayer,  ma  anche  sulla  sensibiUtà  del 
ioduro  doppio  di  mercurio  e  potassio  gli  autori  non  sono  d'accordo 
e  mentre  per  Kerner  la  precipitazione  si  può  osservare  in  soluzioni 
1  :  600,000,  per  Giemsa  e  Schaumann  il  limite  di  sensibilità  è  dato 
dalla  soluzione  1  :  200,000. 

È  da  tenere  presente  però  che  tali  cifre  si  riferiscono  a  soluzioni 
in  acqua  distillata,  mentre  se  si  fosse  ricercato  il  limite  di  sensibilità 
in  un  liquido  più  complesso,  come  l'urina,  molto  probabilmente  si 
sarebbe  osservata  una  sensibilità  più  bassa. 

Ho  voluto  provare  il  metodo  Nishi,  ma  a  me  è  risultato  che  esso 
non  è  così  superiore  agli  altri  da  farlo  prescegliere,  mentre  ha  un 
inconveniente  certo,  cioè  quello  di  richiedere  lungo  tempo  per  fare 
ogni  dosaggio.  Invece  di  un  apparecchio  ad  estrazione  riscaldato  ad 
elettricità,  riscaldavo  su  bagnomaria,  regolando  la  fiamma  in  modo 
da  avere  una  temperatura  presso  a  poco  simile  a  quella  usata  da  Nishi. 


Tabella  II. 

Urina  presa  per  ogni  singola  esperienza  cmc.  800,  divisa  in  4  parti  uguali 
dopo  l'aggiunta  della  chinina. 


Chinina  anidra 
agi^iunta 

Chinina  anidra  riscontrata 

per  ogni 

per  pesata 

volumetricamente 

In  toto 

singola 
porzione 

Metodo  Gaglio 

Metodo  Nishi 

Metodo 
Gaglio-Gordin 

Metodo 
Kleine-Gordin 

d'urina 

in  toto 

/o 

1 

in  toto 

% 

in  toto 

%  ■ 

in  toto 

/o 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

0.  3320 

0.083 

0.0856 

103.01 

0.0796 

95.90 

0.0822 

99.04 

0.0876 

105.43 

0.2869 

0.0717 

0.0706 

98.47 

0.0700 

97.61 

0.0703 

98.05 

0.(1690 

99.23 

1.8380 

0.4595 

(1.4720 

102.72 

0.4581 

99.72 

0.4657 

101.35 

C.4328 

100.72 

2.2740 

0.5685 

0.6836 

102.64 

0.5760 

101.32 

0.5887 

103.55 

0.  5633 

99.08 

0.4100 

0.1025 

0.1032 

ICO. 68 

0.9860 

96.29 

0.1047 

102.14 

0.9956 

97.28 

0.3740 

0.0936 

0.0974 

104.17 

0.09i7 

98.28 

0.0920 

98.40 

0.0893 

95.51 

0.4620 

0. 1166 

0.1190 

102. 15 

0.1096 

94.12 

0.1160 

99.57 

0.1152 

93.87 
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E  poiché  ne  avevo  l'opportunità  ho  eseguito  il  dosaggio  della  chi- 
nina con  quattro  differenti  metodi  contemporaneamente,  per  cono- 
scerne  il  valore  e  l'attendibilità  relativa.  Affinchè  i  dati  fossero  mag- 
giormente comparabili,  ad  800  cmc.  di  urina  aggiungevo  una  quantità 
di  chinina  esattamente  pesata  e  disciolta  in  SO*.  L'urina  colla 
chinina  aggiunta  era  divisa  in  quattro  porzioni  uguali,  e  su  ciascuna 
porzione  procedevo  alla  determinazione  della  chinina,  seguendo  la 
tecnica  prescritta  per  ciascun  metodo.  Nella  tabella  II  a  pag.  247,  sono 
riportati  i  risultati  relativi  ottenuti. 

I  risultati  ottenuti  con  i  diversi  metodi  di  dosaggio,  quando  la 
chinina  era  aggiunta  all'urina,  concordano  molto  con  quelli  che  sono 
stati  raggiunti  determinando  !a  quantità  di  chinina  eliminata  per  le 
urine  da  individui  che  prendevano  un  sale  chininico.  Dell'urina  di 
ogni  singolo  soggetto,  come  si  osserva  nella  seguente  tabella  ITI,  si 
prendevano  200  cmc.  per  ciascun  metodo  da  seguire,  eccettuato  il 
caso  del  giovanetto  dodicenne,  la  cui  quantità  di  urina  emessa  fa 
inferiore  ad  un  litro.  Io  mi  sono  limitato  a  fare  il  dosaggio  della 
chinina  solo  nelle  urine  emesse  durante  le  prime  24  ore,  perchè  non 
era  mio  scopo  determinare  la  quantità  totale  di  chinina  eliminata. 
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Dovendo  trarre  qualche  conclusione  dalle  determinazioni  fatte 
si  può  dire  che  il  metodo  Kleine  è  quello  che  probabilmente  dà 
risultati  un  poco  piiì  erronei  degli  altri,  e  ciò  spiegherebbe  la  neces- 
sità, che  taluni  hanno  sentito,  di  apportare  modificazioni  al  metodo 
per  ottenere  valori  più  esatti.  Il  metodo  Nishi  probabilmente  dà  ri- 
sultati un  poco  inferiori  a  quelli  dovuti  e,  secondo  me,  la  spiega- 
zione si  trova  nelle  ragioni  già  esposte.  Gli  altri  metodi  hanno  dato 
dei  risultati  più  concordanti  ed  io  credo  che  possano  seguirsi  con  fi- 
ducia indifferentemente,  solo  è  da  tener  presente  che  differiscono  per 
la  brevità  e  la  facilità  dell'operazione,  cosa  da  aversi  in  molta  con- 
siderazione negli  scopi  clinici. 

Per  la  ricerca  e  il  dosaggio  della  chinina  negli  organi  e  nel  sangue 
non  basta  eseguire  i  metodi  ideati  e  proposti  per  lo  stesso  scopo  riguardo 
all'urina.  È  opportuno  invece  isolare  prima  l'alcaloide  con  uno  dei 
noti  metodi  generali. 

Giemsa  e  Schaumann  (12),  che  hanno  eseguito  langhe  ricerche 
sulla  chinina,  per  la  determinazione  negli  organi  hanno  seguito  il 
metodo  di  Dragendorff.  Essi,  cioè,  lasciano  digerire  gli  organi,  spez- 
zettati insieme  con  sabbia,  con  alcool  50  %  acidulato  con  acido  sol- 
forico, evaporano  poi  l'alcool  ad  un  terzo  del  suo  volume.  Il  residuo 
acquoso  salino  di  nuovo  filtrato  e  lavato,  aggiunta  poi  liscivia  so- 
dica, è  estratto  tre  volte  con  copiosa  quantità  di  etere.  Il  residuo 
etereo  è  ripreso  con  alcool  di  60,  filtrato  e  il  filtrato  seccato  per 
evaporazione.  Sul  residuo  alcoolico,  dopo  aggiunta  di  acido  solforico 
1  : 100,  Giemsa  e  Schaumann  facevano  le  prove  per  la  chinina. 

Per  il  sangue  adottarono  un  metodo  piii  rapido  perchè,  dopo  cen- 
trifugazione del  sangue,  la  parte  sierosa  era  alcalinizzata  direttamente 
con  liscivia  potassica  ed  estratta  con  etere.  Il  residuo  etereo  era 
ripreso  con  acqua  leggermente  acidulata  per  acido  solforico,  ed  il 
filtrato  provato  per  la  chinina  ;  la  parte  corpuscolare  invece  era  prima 
dibattuta  con  una  soluzione  cloruro  sodica  e  poi  lasciata  alla  tem- 
peratura ambiente  (18°  C.)  per  15  ore.  Dopo  nuova  centrifugazione 
gli  AA.  toglievano  via  il  liquido  e  i  corpuscoli  erano  trattati  con 
liscivia  sodica  e  dibattuti  con  etere.  Il  residuo  etereo,  disciolto  in 
una  soluzione  debolmente  acida  per  SO*,  era  filtrato  e  sul  filtrato 
si  facevano  le  prove  per  la  chinina. 

In  un  primo  cane,  al  quale  dettero  1  grammo  di  cloridrato  di 
chinina  per  bocca,  dopo  24  ore  l'estratto  del  siero  dette  un  leggero 
intorbidamento  col  reattivo  di  Mayer  ;  al  contrario  fu  negativa  la 
reazione  della  talleiochina.  L'estratto  della  parte  corpuscolare  dette 
resultato  negativo,  tanto  di  fronte  al  reattivo  di  Mayer,  quanto  di 
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fronte  alla  reazione  della  talleiochina.  In  un  secondo  cane,  che  rice- 
vette gr.  0.5  di  cloridrato  di  chinina  giornalmente  per  4  giorni  e  che 
al  5°  giorno  fu  dissanguato,  non  ebbero  nè  intorbidamento  nè  rea- 
zione della  talleiochina,  tanto  dall'estratto  del  siero  che  da  quello  cor- 
puscolare. In  un  terzo  cane,  che  per  15  giorni  ebbe  gr.  0.3  di  chi- 
nina base  al  giorno,  dopo  3  giorni  dalla  sospensione  del  farmaco  non 
notarono  presenza  Hi  chinina,  nè  nel  siero,  nè  nella  parte  corpuscolare, 
ricercando  l'alcaloide  col  saggio  della  fluorescenza,  col  reattivo  di 
Mayer  e  colla  reazione  della  talleiochina.  In  un  quarto  cane,  dissan- 
guato dopo  circa  un'ora  dalla  somministrazione  per  bocca  e  per  inie- 
zione ipodermica,  trovarono  appena  tracce  di  chinina  nel  siero  e  nei 
corpuscoli  col  reattivo  di  Mayer. 

La  ricerca  della  chinina  nel  sangue  colla  reazione  della  talleiochina 
è  stata  eseguita  anche  da  Ferrannini  (29),  il  quale  ricercava  la  chi- 
nina nel  siero  e  nei  coaguli  del  sangue  di  animali  a  lungo  chininiz- 
zati  (per  2  mesi  gr.  0.25  di  cloridrato  di  chinina  al  giorno)  conclu- 
dendo che  non  si  riesce  a  dimostrare  in  quantità  apprezzabile  la 
chinina,  quando  se  ne  è  interrotta  la  somministrazione  da  tre  giorni. 
Uguale  metodo  ha  seguito  De  Sandro  (17)  nelle  ricerche  già  ri- 
cordate. 

La  chinina  nel  sangue  è  stata  ricercata  anche  da  Denigès  (11)  col 
metodo  della  fluorescenza,  constatando  che,  se  si  ha  un  estratto  che 
contenga  1  mgr.  di  chinina  per  litro  di  soluzione,  si  ha  fluorescenza 
evidente.  Landerer  (30)  fin  dal  1842  riscontrò  chinina  nel  sangue, 
trattando  il  sangue,  disseccato,  con  acqua  acidulata,  filtrando  e  pre- 
cipitando la  chinina  con  NH*. 

Nel  sangue  ha  ricercato  la  chinina  De  Luca  (21)  dopo  sommini- 
strazione per  via  gastrica  e  per  via  ipodermica,  concludendo  che  per 
\  via  gastrica  il  massimo  della  quantità  di  chinina  circolante  nel  sangue 
si  ha  nella  terza  e  quarta  ora  dall'ingestione,  mentre  per  via  ipo- 
dermica il  massimo  si  raggiungerebbe  nella  sesta  ora  dopo  l'iniezione. 
La  quantità  di  chinina  circolante  nel  sangue  è  sempre  piccola  tut- 
tavia anche  dopo  24  ore  se  ne  può  osservare  poco  meno  che  dopo 
la  prima  ora,  il  che  significa  che  la  permanenza  dell'alcaloide  nel 
sangue  dura  per  un  certo  tempo  ed  in  quantità  presso  a  poco  costante. 

Io  ho  voluto  ricercare  la  quantità  di  chinina  esistente  nel  sangue 
in  seguito  alla  somministrazione  per  via  ipodermica  o  per  via  gastrica. 
Prendendo  per  punto  di  partenza  l'osservazione  fatta  dal  Gaglio  (31), 
il  quale,  in  esperimenti  sugli  animali,  ha  visto  che  la  chinina  nel  sangue 
si  fissa  a  preferenza  nei  globuli  rossi  e  che  questa  elettività  si  può 
constatare  anche  quando  la  chinina  si  aggiunga  al  sangue  estratto 
dall'organismo  animale,  ho  ricercato  l'alcaloide  separatamente  nella 
parte  corpuscolare  e  nella  parte  sierosa. 


252 


Per  questo  genere  d'indagini  il  metodo  di  Nishi  era  inadatto  per- 
chè il  calore  comunicato  all'estrattore  produceva  un  precipitato  che 
ostacolava  la  libera  estrazione  dell'alcaloide.  Buon  metodo  sarebbe 
stato  quello  di  aggiungere  alle  due  parti  del  sangue  lescivia  sodica 
o  potassica  ed  estrarre  con  un  solvente  adatto,  ma  dibattendo  si  ot- 
tiene una  emulsione  che,  se  si  può  togliere  coi  noti  metodi,  a  seconda 
del  solvente  adoperato,  tuttavia  suole  dare  disturbo  tanto  che  si 
preferisce  sempre  qualunque  altro  metodo  che  eviti  questo  inconve- 
niente. Vantaggioso  invece  è  il  poter  estrarre  da  una  polvere  più  o 
meno  secca,  nelle  quali  condizioni  la  separazione  del  solvente  dalla 
sostanza  da  estrarre  si  ha  completa  e  facile.  Ciò  si  ottiene  molto 
bene  ricorrendo  al  metodo  Gaglio,  aggiungendo  cioè  una  polvere  al- 
calina che  mette  in  libertà  l'alcaloide  e,  dopo  evaporazione  del  liquido, 
dà  un  residuo  che  si  polverizza  con  facilità. 

Si  può  adoperare  l'ossido  di  magnesio  o  l'idrato  di  calcio  prepa» 
rato  sul  momento,  ma  sia  all'una  che  all'altra  delle  due  sostanze  è 
utile  aggiungere  qualche  poco  di  ammoniaca,  che  più  facilmente  ed 
energicamente  sostituisce  nelle  sue  combinazioni  l'alcaloide. 

Se  la  determinazione  della  chinina  deve  essere  fatta  per  pesata 
non  privo  d'importanza  è  l'uso  del  solvente,  perchè  il  cloroformio, 
che  è  tanto  opportuno  pev  l'estrazione  della  chinina  dalle  urine,  non 
è  così  adatto  quando  l'estrazione  deve  essere  fatta  dal  sangue.  L'etere 
invece  è  un  solvente  molto  più  vantaggioso  perchè  anche  dal  sangue 
dà  un  residuo  presso  che  puro.  Se  invece  del  metodo  per  pesata  si 
vuol  ricorrere  al  metodo  volumetrico  anche  l'estrazione  cloroformica 
può  essere  utilizzata,  ma  da  preferirsi  è  sempre  l'estrazione  eterea 
perchè  si  riesce  ad  avere  per  le  mani  un  residuo  molto  più  puro. 

Ecco  nelle  sue  particolarità  la  tecnica  eseguita  :  il  sangue  dell'ani- 
male, tolto  per  salasso  dall'arteria  carotide  (il  sangue  di  bue  e  di 
cavallo  mi  fu  fornito  dal  mattatoio  municipale  e  defibrinato  sul  posto), 
era  defibrinato.  Per  ottenere  la  separazione  del  siero  dai  corpuscoli, 
mi  servivo  di  una  centrifuga  per  sei  provette,  della  capacità  di  50  c.  c. 
ciascuna.  Un  motore  elettrico  metteva  in  moto  la  centrifuga  con  una 
velocità  di  circa  3000  giri  al  minuto.  Dopo  un'ora  la  centrifugazione 
era  completa  ed  il  soprastante  siero  si  osservava  bene  limpido  e  tra- 
sparente, eccetto  por  il  sangue  di  bue  che  era  colorato  intensamente 
malgrado  che  la  precipitazione  dei  corpuscoli  fosse  completa.  Prima 
di  centrifugare  si  pesavano  le  provette  ripiene  di  sangue  :  dopo  cen- 
trifugazione si  asportava  con  una  pipetta  il  siero,  si  pesava  di  nuovo, 
e  la  differenza  di  peso  indicava  la  quantità  di  siero  contenuto  nel 
sangue.  Si  toglieva  poi  la  parte  corpuscolare  e  ripesando  una  terza 
volta  le  provette  vuote  si  sapeva  il  peso  della  parte  corpuscolare. 
La  proporzione  fra  siero  e  corpuscoli  coincideva  colle  cifre  che  si  tro- 
vano nei  trattati.  Alla  parte  corpuscolare  ed  alla  parte  sierosa,  che 


10  avevo  collocato  in  due  distinte  capsule  di  porcellana,  si  aggiungeva 
latte  di  calce,  preparato  sul  momento  di  adoperarlo,  e  dopo  l'ag- 
giunta di  un  poco  di  ammoniaca  si  lasciava  essiccare  su  bagnomaria. 

11  residuo  secco  era  polverato  accuratamente  ed  estratto  con  etere 
in  apparecchio  a  ricadere  per  12  ore.  Tutta  la  chinina  veniva  estratta. 
L'estratto  etereo  era  filtrato  per  allontanare  qualsiasi  particella  di  pol- 
vere che  fosse  passata  nell'estratto;  evaporato  l'etere  si  aggiungeva 
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una  determinata  quantità  di      SO*  20  ^       procedeva  al  dosaggio 

della  chinina,  per  mezzo  del  metodo  Gordin,  come  é  stato  indicato 
nelle  ricerche  sull'urina.  Quando  però  il  precipitato  colla  soluzione 
iodoiodurata  era  nullo  oppure  molto  piccolo  non  si  faceva  nessuna 
ulteriore  investigazione  perchè  o  l'acaloide  mancava  o  era  allo  stato 
di  tracce. 

Nella  tabella  IV  riferisco  i  risultali  ottenuti  dosando  la  chinina 
aggiunta  al  sangue.  Ho  tenuto  conto  di  aggiungerne  in  non  troppo 
grande  quantità  perchè,  per  le  ricerche  di  coloro  che  mi  hanno  pre- 
ceduto in  questo  genere  d'indagini,  mi  era  noto  come  poca  sia  la 
chinina  che  si  può  trovare  circolante  nel  sangue.  È  dimostrato  infatti 
che  il  sangue  a  mano  a  mano  che  per  l'assorbimento  si  arricchisce 
dell'alcaloide  ne  deposita  il  sovraeccesso  negli  organi.  Era  quindi  da 
dubitare  che  una  diversa  distribuzione  della  chinina  nel  siero  e  nei 
corpuscoli  potesse  dipendere  dalla  quantità  anormale  di  chinina  e  che 
non  si  potesse  fare  alcun  paragone  con  quanto  avviene  nell'ordinaria 
somministrazione  dei  sali  di  chinina. 

Tabella  IV. 


Dosaggio  della  chinina  aggiunta  al  sangue. 
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Chinina 
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Chinina anidra  riscontrata 
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Clo- 
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nella  parte 
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il  sangue 

rldiato 
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col 
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ado- 
perato 

in  toto 

% 

in  toto 

% 

«r. 

gr. 

gr. 

ore 

gr. 

gr. 

20e 

0.10 

0.0817 

2 

etere 

0.0331 

40.51 

0  0369 

45.16 

100 

0.05 

0.0408 

5 

0.0157 

38.44 

0.0176 

42.89 

Bue  

200 

0.10 

0.0817 

8 

> 

0  0362 

44.31 

0.0358 

43.82 

200 

0.10 

0.0S17 

10 

> 

0.0305 

37.37 

0.0412 

50.43 

Cane  

100 

0.10 

0.0817 

12 

0.0321 

39.21 

0.0385 

44.67 

Bue  

200 

0.10 

0.0817 

14 

0.0345 

42.22 

0.0327 

40.02 

100 

0.06 

0.0408 

16 

0.0169 

41.81 

0.0185 

46.34 
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Dalle  cifre  è  facile  osservare  ohe  la  chinina  riscontrata  è  stata 
sempre  minore  di  quella  aggiunta  e  ritengo  che  debba  ricercarsene 
la  ragione  nel  fatto  che  la  polverizzazione  del  sangue  essiccato  non 
si  compie  nel  modo  più  completo  desiderabile.  Rimangono  dei  fram- 
menti che  non  si  lasciano  penetrare  dal  solvente,  mentre  hanno  in- 
globato nell'interno  qualche  piccola  parte  della  sostanza  da  estrarre. 
Malgrado  ciò  non  si  deve  pensare  che  l'estrazione  in  queste  condizioni 
dia  risultati  piiì  erronei  di  quello  che  si  avrebbe  se  si  aggiungesse 
liscivia  sodica  o  potassica  direttamente  al  sangue  e  si  estraesse  senza 
es?iccazione,  perchè  gli  inconvenienti  dovuti  all'  emulsionamento  del 
liquido  non  portano  ad  errori  minori. 

La  quantità  di  chinina  che  si  può  rincontrare  nel  siero  poco  diffe- 
risce da  quella  che  si  riscontra  nei  corpuscoli,  tuttavia  quasi  costan- 
temente se  ne  trova  più  nella  parte  corpuscolare  che  nel  siero,  Fa 
eccezione  solamente  il  sangue  di  bue,  ma  va  notato  che,  per  questo 
sangue,  la  centrifugazione  non  dava  mai  un  siero  limpido  citrino.  Il 
siero  era  costantemente  colorato  in  rosso  opaco,  malgrado  che  gli 
elenjenti  solidi  sembrassero  bene  raccolti  e  rianiti  nel  fondo  della 
provetta,  come  accadeva  per  il  sangue  degli  altri  animali.  Se  la  diffe- 
renza debba  riferirsi  a  questa  diversa  condizione  non  saprei,  io  con- 
stato il  fatto  che  mi  si  è  ripetuto  nelle  prove  eseguite. 

È  stato  provato  se  un  più  prolungato  contatto  della  chinina  col 
sangue  ne  accentuasse  la  differenza  di  distribuzione  fra  corpuscoli  e 
siero;  il  risultato  è  stato  negativo.  Ciò  dimostra  che  la  quantità  di 
chinina  che  può  essere  assunta  dai  corpuscoli  si  fa  nel  più  breve 
tempo  possibile.  I  risultati  meritavano  di  essere  controllati  con  inda- 
gini sul  sangue  circolante,  in  cui  le  possibili  differenze  sarebbero  do- 
vute certamente  ad  una  maggiore  affinità  della  chinina  per  i  corpuscoli. 
Nelle  tabelle  V  e  VI  sono  riepilogati  i  dosaggi  della  chinina  che,  dopo 
somministrazione  al  cane  per  bocca  o  per  iniezione,  si  riscontra  nel 
sangue  circolante. 


255 


Tabella  V. 

Quantità  di  chinina  circolante  nel  sangue  del  cane  dopo  somministrazione 

per  bocca. 


Sangue 
estratto 

gr. 

Chinina  data  per  bocca 

Tempo 
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BomminiBtra- 
z  i  o  n  e 
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chinina 
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basico 

gr. 
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gr 
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nella  parte 
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in  toto 
gr. 

% 

in  toto 
gr. 

% 

283 

0.60 

0.4086 

1 

tracce 

— 

tracce 

— 

345 

ì> 

» 

3 

0.0162 

3.33 

0.02S1 

6.14 

327 

a 

s 

6 

0.0081 

2.00 

0.0186 

4.55 

390 

» 

9 

tracce 

0.0064 

1.56 

268 

s 

» 

12 

tracce 

tracce 

316 

» 

18 

tracce 

tracce 

295 

» 

24 

nulla 

nulla 

450 

* 

B 

48 

» 

» 

395 

» 

n 

72 

» 

572 

» 

» 

96 

Tabella  VI. 

Quantità  di  chinina  circolante  nel  sangue  del  cane 
in  seguito  ad  iniezione  ipodermica. 


Chinina  iniettata 

Tempo 

Chinina  anidra  riscontrata 

Sangue 

estratto 

decorso 

nella  parte 
corpuscolare 

cloridrato 
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neua  parte  sierosa 
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in  toto 

% 

in  toto 

% 

gr. 
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gr. 
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gr. 
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0.50 

0.40S6 

1 

tracce 
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» 

» 

3 

0.0068 

1.69 

0.0081 

1.98 

642 

B 

» 

6 

0.0116 

2.83 

0.0162 

3.96 

635 

>> 

9 

0.0073 

1.80 

0.0107 

2.62 

741 

» 

B 

12 

tracce 

0.0020 

0.49 

290 

» 

D 

18 

tracce 

tracce 

366 

I 

B 

24 

nulla 

nulla 

348 

» 

» 

48 

B 

0 

509 

» 

B 

72 

* 

B 

540 

B 

» 

96 

B 
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Anche  a  rpe  è  risultato  che  l'assorbimento  della  chinina  per  via 
gastrica  si  più  rapidamente  che  per  via  ipodermica,  perchè,  per 
via  gastrica,  la  maggior  quantità  di  chinina  nel  sangue  si  osserva 
in  più  breve  tempo,  mentre  per  via  ipodermica  un  poco  più  tardi- 
vamente. Tanto  nell'  uno  come  nell'  altro  caso  però  la  chinina,  in 
quantità  dosabile,  scomparisce  presto  dal  sangue;  presenza  di  chinina 
nel  sangue  c'è  per  più  ore  poiché  il  precipitato  da  me  ottenuto  con 
soluzione  iodoiodurata  lo  dimostra,  ma  la  quantità  è  così  piccola 
da  non  poter  essere  dosata. 

Il  non  aver  mai  riscontrato  presenza  di  chinina  dopo  24  ore  dalla 
somministrazione,  a  differenza  di  quanto  ha  osservato  De  Luca  (22), 
sta  più  in  relazione  coU'osservazione  di  Giemsa  e  Schaumann  (12)  e 
dimostrerebbe  che  il  sangue  non  conserva  lungo  tempo  l'alcaloide 
nelle  condizioni  normali,  ma  circa  l'aflfinità  maggiore  della  chinina 
per  i  corpuscoli  sanguigni  credo  che  non  possa  più  sorgere  dubbio 
perchè,  sebbene  in  grado  leggero,  nei  corpuscoli  ho  riscontrato  co- 
stantemente una  quantità  maggiore  di  chinina  e  una  permanenza  più 
prolungata. 

Il  fatto  dell'afifìnità  della  chinina  per  i  globuli  sanguigni,  dove  il 
parassita  malarico  si  annida  nei  periodi  accessionali  della  malattia, 
contribuisce  a  renderci  ragione  dell'efficacia  del  farmaco. 


NOTE. 

(1)  Wagner  R  Beitràge  zur  Alkaloimetrie.  Chemisches  Centralblatt,  Neue 
Folge,  VI  Jahrgang,  Bd.  I.  S.  941,  1861. 

(2)  MoHK  F.  Traiti  d'analyse  chimique  par  la  méthode  des  Uqueurs  titrées. 
Troisième  édit.  frangaise  sur  la  sixième  allem.,  F.  Savy,  Paris,  1888, 
p.  334. 

(3)  SOHWEissiNGEB  O.  Zur  Werthbestimmung  der  Strychnos  Pràparate. 
Arch.  d.  Pharmacie,  III  Reiche,  Bd.  XXIII,  S.  609,  1885. 

(4)  C.  KiPPENBERGEB.  Beitràge  zur  Reinisolirung,  quantitativen  Trenniing 
iind  chemischen  Charakteristick  von  Alkaloiden  und  glykosidartigen 
Korpern  in  forensen  Fàllen,  mit  hesonderer  Riichsicht  auf  den  Nachweis 
derselben  in  verwesenden  Cadavern.  Zeit.  fiir  analyt.  Chem.,  XXXIV, 
S.  294,  1895. 

Id.  Die  Benutzung  von  Jodloaungen  zum  Zweck  dei-  titrimetrischen  Werthbe- 
stimmung von  Alkaloidlósungen.  Ibid.,  Bd.  XXXV,  S.  422,  1896. 

(6)  ScHOLTZ  M.  Die  quantitativen  Bestimmung  der  Alkaloide  mittels 
titrierter  Jodlósung.  Arch.  d.  Pharmacie,  Bd.  CCXXXVII,  S.  71,  1899. 

(6)  KIPPENBEBQER  C.  Die  quantitativen  Bestimmung  der  Alkaloide  mittels 
titrierter  Jodlósung.  Ibid.,  Bd.  CCXXXVIII,  S.  135,  1900. 


257 


(7)  ScHOLTZ  M.  Zur  quantitatioen  Bestimmung  der  ''^•aloide  mittels 
titrierter  Jodlósung.  Arch.  d,  Pharmacie,  Bd.  CCXXX  ,     L,  S.  301, 190O. 

(8)  GoRDiN  H.  M.  Etne  einfache  alkalimetrische  Methode,  salzbildende 
Alkaloide  unter  Anwendung  von  Phenolphtalein  als  Indicator,  zu  beslim- 
men.  Ber.  der  D.  chem.  Ges.,  Bd.  XXXII,  S.  2873,  1899. 

(9)  Regnauld  J.  Observations  sur  quelques  propriétés  physiques  de  la 
quinine.  Journ.  de  Pharm.  et  de  Chim.,  quatrième  sèrie,  voi.  21, 
p.  8,  1875. 

(10)  Fltìckigéu  F.  a.  Nachweisung  von  '/  oo  Milligram  Chinin.  Zeit.  f. 
analyt,  Chem.,  Bd.  I,  S.  373,  1862. 

(11)  Deniiiès  G.  Recherche  de  la  quinine  dans  les  liquides  de  Vorganisme 
à  Faide  de  ses  propriétés  fluorescentes.  Journ.  de  Pharm.  et  de  Cliim., 
sixièmo  sórie,  voi.  17-  p.  ■'305,  1903. 

(12)  GiEMSA  G.  und  H.  Schaumann.  Pharmakologische  und  chemisch-phy- 
siologische  Studien  iiber  Chinin.  Beihefte  zur  Arch.  f.  Schiff-  und  Tro- 
penhygiene.  Bd  XI,  Beiheft  3,  S.  1,  1907. 

(13)  Kerneti  G.  Beiiràge  zur  Kenntniss  der  Chinin  Resorption.  Pfluger-s's 
Arch..  Bd.  II,  S.  200,  1869  und  Bd.  IH,  S.  93,  1870. 

(14)  Bbandes  R.  Ueber  die  Leaciion  dea  Chinina  gegen  Chlorwasser  und 
Ammoniak.  Arch.  der  Pharm.,  II  Reihe,  Bd.  XIII.  S.  6.5,  1838. 

(15)  Bbandes  R.  und  C.  Leber.  Ueber  einigezersetzungsproducte  des  Chi- 
nins  durch  Eimuirkung  von  Chlor  und  Ammoniak.  Arch.  der  Pharm., 
II  Reihe,  Bd.  XVI,  S.  259,  1838. 

(16)  Fluckiger  F.  a.  Ueber  einige  Reactionen  de<  Chinins  und  des  Mor- 
phins.  Zeit.  f.  analyt.  Chera.,  Bd.  XI,  S.  317,  1872. 

(17)  De  Sandro  D.  Ritenzione,  localizzazione,  fissazione  della  chinina  nei 
diversi  organi.  La  Rif.  raed.,  anno  25,  p.  1^33,  1909. 

(18)  Kleine  F.  K.  Ueber  die  Resorption  von  Chininaalzen.  Zeit.  f.  Hygien. 
und  Infectionskrank.,  Bd.  XXXVIII,  3.  458,  1901. 

(19)  Haoer.  Neue  Bestimmungsmethode  des  A  Ikaloidgehaltes  in  den  China- 
rinden.  Zeit.  f.  analyt.  Chpm.,  Bd.  VIII,  S.  477.  1869. 

(20)  Medin  O,  Ueber  Hager's  Methode  zur  quantitativen  Bestimmung  der 
China  Alkaloide  miltelst  Pikrinsàure.  Zeit.  £.  analyt.  Chem.  Bd.  XI, 
S.  447,  1872. 

(21)  Ohosser  P.  Ueber  das  Verhalten  des  Chinins  im  Organismus.  Bioche- 
misches  Zeitsch..  Bd.  Vili,  S.  98.  1908. 

(22)  De  Luca  U.  Sulla  quantità  di  chinina  circolante  nel  sangue  dopo  som- 
mimstrazione  per  via  gastrica  e  per  via  ipodermica.  Arch.  di  Farm, 
sperim.  e  Se.  affini,  voi.  II.  p.  390,  1903. 

(23)  Mariani  F.  L'assorbimento  e  V eliminazione  della  chinina  e  dei  suoi 
sali.  Boll.  Soc.  Lancisiana  degli  ospedali  di  Roma,  anno  XXII,  fasci- 
colo ir,  i<j02. 

(24)  Gaglio  G.  Sulla  iniezione  ipodermica  del  cloridrato  di  chinina  con 
uretano.  Atti  per  gli  studi  della  malaria,  voi.  VI,  p.  77,  1905. 

(25)  Modigliani  E.  Cioccolattìni  al  chinino  di  Stato.  Atti  per  gii  studi 
della  malaria,  voi,  VI,  p.  27,  1905. 

Flamini  F.  L'  assorbimento  del  tannato  di  chinina  nei  bambini  ed  il 
suo  uso  profilattico  e  terapeutico  nella  malaria  infantile.  Atti  per 
gli  studi  della  malaria,  voi.  VII,  p.  37,  1906. 


17 


258 


COLLAViTTi  U.  Sugli  effetti  del  lungo  uso  quotidiano  della  chinina. 
Ibid.,  voi.  X,  p.  225,  1909 

Nardelli  G.  Sulla  eliminazione  della  chinina  somministrata  per  la 
bocca  e  per  la  via  ipodermica.  Ibid.,  Ann.  XI,  p.  709,  1910.  — Sulla 
eliminazione  della  chinina  per  le  urine  in  rapporto  alle  diverse  dosi 
negli  individui  sani  e  malati.  Malaria,  Bd.  I,  Heft.  3,  1909. 
(26.)  ScHMiTz  R.  Ueber  Ausscheidung  und  Bestimmung  des  Chinins  in  Harn 

und  Fàcce.  Inaug.   Dissert.  an  der  TJniversitaet  zu  Bern,  1906  ;  vedi 

anche  Schmiedeberg's  Arch.,  Bd.  LVI,  S.  301,  1907. 

(27)  Kammstedt  O.  Ueber  das  Verhalten  des  Chinins  in  Organismus.  Phar- 
maceutisches  Zeitung,  Bd.  LUI,  S.  674,  1908. 

(28)  NisHi  M.  Ueber  cine  neue  Bestimmunj  des  Chinins  und  ùber  scine  Auss- 
cheidung im  Harn.  Arch.  f.  experim.  Path.  und  Pharmak.,  Bd.  LX, 
S.  312,  1909. 

(29)  Febr.\nnini  L.  Di  una  pretesa  possibile  proprietà  immunizzante  della 
chinina.  La  Rif.  med.,  an.  XXVI,  p.  281,  1910. 

(30)  Landerer.  Chinin  im  Harne,  in  den  Excrementen,  im  Schweisse  und 
Biute.  Chemisches  Centralblatt,  Jahrgang  XIII,  BJ.  I,  S.  646,  1842. 

(31)  Gaqlio  G.  Nuovi  preparati  per  la  iniezione  ipodermica  della  chinina. 
Riv.  critica  di  Clin.  med.  An.  IV.  n.  13,  1903. 


^fi   W  w        ^A  JSA  in*  -SA.  Ai  ^4.^4.^4.^é.^é,^é,^é.*5é,,^4,^é,^^^é,^'^>S4.^^^é, 

1?v  p?"^^      fr^"^^"*'?^  w  w  t'v  ('5^  f^T      xiK  tfy  tfy  tfy  i^y      fy  i^y  i^y  i^y  i^y  t'y      t'y  i^a  t^^* 


Sul  potere  battericida  del  Vermi  intestinali 

per  il  prof.  GIULIO  ALESSANDRINI. 

È  ben  noto  che  i  parassiti  animali,  a  seconda  della  loro  natura  e 
della  sede  che  occupano,  esercitino  la  loro  azione  nell'organismo 
umano  in  modo  diverso  ed  i  vari  meccanismi,  con  i  quali  questa 
azione  può  esplicarsi,  sogliono  raggrupparsi  nelle  seguenti  categorie  : 

a)  azione  meccanica,  la  quale  può  manifestarsi  o  per  ostruzione 
o  per  compressione,  od  anche  per  traumatismo; 

b)  azione  sottrattiva  ; 

c)  azione  tossica. 

Secondo  alcuni  autori  però  esisterebbe  anche  un  altro  modo  indi- 
retto di  agire  dei  parassiti  stessi  :  quello  cioè  di  rendersi  trasporta- 
tori od  inoculatori  di  germi  patogeni. 

Se  quest'ultimo  meccanismo  d'azione  è  provato  per  molti  insetti 
pungenti,  i  quali  trasmettono,  inoculandole,  malattie  da  parassiti  ani- 
mali 0  batteriche,  è  assai  discusso  per  tutta  quella  serie  di  vermi  che 
vivono  nell'intestino,  anche  quando  questi  sieno  capaci  di  ledere  l'in- 
tegrità della  mucosa  intestinale.  Infatti  se  è  vero  che  qualche  volta 
attorno  al  punto  d'impianto,  ad  esempio  d6)i  Tricocefali  o  degli 
Echinorinchi  o  di  altri  Elminti,  si  formino  accumuli  di  germi  i  quali 
trovano  in  questa  lesione  una  facile  porta  d'ingresso,  determinando 
nell'organismo  umano  alterazioni  locali  o  generali  più  o  meno  gravi, 
non  è  men  vero  che,  moltissime  altre  volte,  in  seguito  alla  presenza 
di  questi  parassiti  animali  si  stabilisce  nel  punto  leso  solo  una  leggera 
reazione  flogistica  con  neoformazione  connettivale,  che  diviene  invece 
una  barriera  quasi  insormontabile  alla  penetrazione  dei  germi  stessi. 

D'altra  parte  questa,  che  suol  chiamarsi  azione  batterifera,  è  spesso 
contraddetta  dai  fatti  e  dalle  osservazioni  cliniche. 

Essa  non  si  verifica  normalmente,  ma,  a  mio  avviso,  solo  in  via  ecce- 
zionale e  la  presenza  de'  parassiti  nell'intestino,  lungi  dall'accompa- 


Le  conclusioni  del  presente  lavoro  furono  comunicate  alla  Società  Zoolo- 
gica Italiana  nella  seduta  del  mese  di  giugno  1911. 
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gnarsi  a  malattie  infettive,  spesso  passa  completamente  inosservata, 
tanto  lievi  sono  i  disturbi  che  alcuni  di  essi  son  capaci  di  produrre. 
Nè  raro  infatti  è  il  caso  di  avvertire  la  loro  esistenza  solo  al  momento 
dell'autopsia  in  individui,  i  quali,  durante  la  vita  non  avevano  mai 
dato  il  benché  minimo  segno  della  loro  presenza. 

Come  conseguenza  di  questa  incostante  e  varia  manifestazione  di 
sintomi,  sorsero  i  più  svariati  apprezzamenti  sull'azione  de'  parassiti 
stessi  tanto  nell'opinione  popolare  quanto  in  quella  stessa  degli  stu- 
diosi. E  mentre  questi  si  trovarono  spesso  in  disaccordo  fra  loro  per 
le  contradittorie  conclusioni  cui  giunsero,  in  seguito  ad  un  limitato 
numero  di  esperienze,  quelli,  alle  incertezze  degli  scienziati  aggiun- 
sero tutte  le  loro  credenze,  tutti  i  loro  pregiudizi,  i  quali,  tramandati 
fino  a  noi  attraverso  a  generazioni,  succedutesi  da  vari  secoli,  vogliono 
attribuire  ad  alcuni  parassiti  dell'  intestino  un'azione  più  o  meno 
benefica  sulla  salute  dell'uomo.  Cosi  ad  esempio  mentre  nei  secoli 
scorsi,  anche  fra  noi,  si  riteneva  ohe  questi  vermi  fossero  dei  salutari 
emuntori  dell'  organismo  umano,  pur'  oggi  vediamo  che  in  qualche 
tribù  Abissina  esiste  la  convinzione  che  i  portatori  di  Tenie  sieno 
più  validi  in  salute  di  coloro  che  ne  sono  privi.  E  una  figlia  da 
maritare  è  data  in  isposa  di  preferenza  a  chi  può  dimostrare  che 
nelle  proprie  feci  esistono  anelli  di  verme  solitario. 

Sono  completamente  da  trascurare  tali  credenze  ? 

Io  credo  di  no,  giacché  spesso  abbiamo  dovuto  constatare  che  se 
non  completamente,  esse  possono  avere  una  parte  di  verità. 

Cosicché  se  prendiamo  ad  esempio  quanto  avvenne  per  la  tossicità 
degli  Ascaridi  abbiamo  veduto  che,  mentre  in  accordo  alla  credenza 
popolare,  da  una  parte  sorsero  sostenitori  della  tossicità  di  essi,  dal- 
l'altra alcuni  la  esclusero  in  modo  assoluto  e  solo  oggi,  dopo  le  nu- 
merose ed  accurate  esperienze  fatte  nella  nostra  scuola  (1),  espe- 
rienze che  più  tardi,  seguendo  il  nostro  stesso  indirizzo  e  la  nostra 
stessa  tecnica,  per  garentirsi,  come  noi  facemmo,  dai  possibili  errori, 
furono,  direi  quasi  sulla  nostra  falsariga,  ripetute  e  confermate  dal 
Bussano  (2)  e  da  altri,  si  venne  alla  logica  conclusione,  la  quale  del 
resto  è  in  accordo  perfetto  con  le  osservazioni  cliniche,  che  gli  Asca- 
ridi secernono  una  sostanza  irritante  capace  di  esplicare  la  sua  azione 
tossica  locale  o  generale  solo  in  quei  pochi  individui  che  per  quella 
dimostrano  una  speciale  suscettibilità. 


(1)  Alessandrini  e  Paolucci.  Sulla  tossicità  degli  Ascaridi.  Annali 
d'Igiene  sperimentale.  Voi.  XIX  (nuova  serie),  1909. 

(2)  Bussano  Gr.  Ricerche  sperimentali  sulla  così  detta  asiane  nrticante 
degli  Ascaridi.  Clinica  veterinaria.  Anno  XXXIV,  n.  30,  aprile  1911. 
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Considerando  quindi  che  alcune  credenze  popolari,  antiche  o  re- 
centi, sono  in  certo  qual  modo,  in  contraddizione  con  la  teoria  pre- 
dominante che  ritiene  gli  elminti  dell'intestino  tutti  egualmente  ca- 
paci di  determinare  sempre  un'azione  nociva  nell'organismo,  ho  vo- 
luto intraprendere  delle  esperienze  per  vedere  se  quei  pregiudizi  non 
possano  avere  una  base  di  verità. 

E  naturalmente  ho  rivolto  le  mie  ricerche  sopratutto  su  quei  pa- 
rassiti che  normalmente  non  alterano  la  continuità  della  mucosa  del- 
l'intestino, giacché  è  troppo  ovvio  l'ammettere  che  le  lesioni  della  pa- 
rete intestinale,  specialmente  se  gravi  e  ripetute,  possono  divenire 
altrettante  vie  d'ingresso  ai  germi  patogeni. 

* 
*  * 

Scopo  quindi  di  questo  mio  lavoro  è  quello  di  vedere  se  i  vermi 
dell'intestino  possono  esercitare  un'azione  benefica  per  l'organismo 
dell'uomo,  manifestando  un  potere  battericida  sui  germi  patogeni. 

Picou  e  Ramon  (1)  constatarono  che  l'estratto  della  tenia  inerme 
ha  un  potere  battericida  su  parecchi  germi  e  più  tardi  Jammes  e 
Mandoul  (2)  dimostrarono  che  gli  estratti  dei  Cestodi  esercitano 
un'azione  battericida,  cosa  che  non  riscontrarono  nei  Nematodi.  Osser- 
varono inoltre  che  il  modo  di  comportarsi  varia  col  variare  de'  mi- 
crobi, giacché  alcuni,  quelli  cioè  ad  habitat  più  esteso,  subiscono  poco 
l'influenza  del  parassita,  altri,  come  il  B.  coli  sono  alquanto  sensibili 
ed  altri  infine,  propri  dell'intestino,  come  il  B.typhi  ed  il  V.  colerne 
asiaticae,  sono  distrutti. 

Più  recentemente  il  Joyeux  (3)  in  seguito  alle  sue  ricerche,  dopo 
aver  detto  che  i  Nematodi  non  sembrano  avere  un  potere  antibatterico, 
che  per  un  germe  la  sensibilità  all'azione  di  estratti  differenti  è  va- 
riabile, che  esso  sembra  meno  sensibile  all'azione  d'un  estratto  otte- 
nuto da  un  parassita  dell'ospite  dal  quale  fu  estratto  esso  stesso,  e  che 


(1)  Picou  et  Ramond.  Action  bactéiicide  de  l'extrait  de  taenia  inerme. 
Séances  et  Mémoires  de  la  Soc.  biol.,  1899,  p.  176. 

(2)  Jammes  et  Mandoul.  Sur  qiielqnes  propriétés  des  sucs  helminthiqnes. 
Bull,  de  la  Soc.  d'Hist.  natur.  de  Toulouse,  1904. 

Id.,  Id.  Taenias  et  flore  intestinale.  Séances  et  Mémoires  de  la  Soc.  bio- 
log.,  1906. 

(3)  Joyeux  Ch.  Eehninthes  et  Badéries.  Recìierches  sur  rassociation 
biologiqiie  et  Vaction  pathogène  de  quelques  Parasites  intestinaiix.  Thèso 
de  Nancy,  1907. 

Id.  Becherclies  sur  le  ponvoir  antibactérien  de  Vextrait  de  Cestodes. 
Archives  de  Parasitologie,  XI,  n.  3,  1907. 
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con  l'aumentare  della  virulenza  aumenta  anche  la  sensibilità  all'azione 
degli  estratti  de'  parassiti,  conclude  col  dire  che  i  parassiti  dell'inte- 
stino sembra  tendano  a  tollerarsi  reciprocamente  senza  produrre 
reazioni  fra  di  loro,  le  quali  però  avvengono  sol  quando  si  modifi- 
chino le  condizioni  della  vita  in  comune. 

Ciò  premesso  ho  voluto  anche  io  istituire  delle  esperienze  su  vasta 
scala  sia  in  vitro,  sia  sugli  animali,  per  vedere  quanto  di  vero  vi  fosse 
nelle  conclusioni  de'  vari  autori  e  quale  sia  in  effetto  la  tolleranza 
o  la  intolleranza  reciproca  fra  parassiti  e  germi  dell'intestino. 

Ma  prima  di  venire  all'esposizione  dei  risultati  sperimentali,  è  bene 
descriva  i  metodi  tecnici  da  me  seguiti. 


I  liquidi  da  me  sperimentati  si  ottennero  da  varie  specie  di  Tenie, 
da  Ascaridi  diversi,  Strongili  polmonari  e  da  Echinorinchi,  e  precisa- 
mente dalle  seguenti  specie  : 

1°  Tenia  inerme  dell'uomo  (Taenia  saginata  Goeze). 
2°     »      serrata  del  cane  {Taenia  serrata  Gc.eze). 
3°     »      centripuntata  della  pecora  {Stilesia  centripunctata  Ri- 
volta). 

4°     »      alba  del  bue  {Moniezia  alba  Perroncito). 

5°  Ascaride  del  vitello  {Ascaris  vitulorum  Goeze). 

6°      »         del  cavallo  (Ascaris  megalocephala  Cloquet). 

7°      »         dei  polli  (Heterakis  campar  Schrank). 

8°  Strongili  polmonari  di  vitelli  (Strongylus  micrurus  Mehlis). 

9°  Echinorinchi  del  maiale  (Oiganthorhynchus  gigas  Goeze). 
I  germi  sui  quali  si  esperimentò  furono  i  seguenti: 

1°  Bacterium  typlii. 

2°        »         paralyphi  A. 

3°        »         paralyphi  B. 

4°        r>  coli. 

5°        »  dyssenteriae. 

6°        »  pyocyaneum. 

7°        »         cholerae  jallinarum. 

8°  Bacillus  anthracis. 

9°  Vibrio  cJiolerae  asiaticae. 
10°  StnphilocoCGus  pyogenus  aureus. 
Le  esperienze  furono  divise  in  tre  serie: 

I  serie  :  per  vedere  come  si  comportino  i  vari  germi  in  vitro  a 
contatto  dei  diversi  succhi  di  elminti. 


II  serie  :  per  constatare  l'azione  dei  succhi  degli  elminti  sui  germi 
viventi  nell'intestino  degli  animali. 

Ili  serie  :  per  vedere  se  gli  elminti  viventi  nell'intestino  degli 
animali  potessero  avere  un'azione  sui  germi  viventi  nell'intestino  stesso. 

Tecnica.  —  La  tecnica  per  la  preparazione  dei  succhi  degli  elminti 
variò  secondo  la  natura  di  essi. 

1°  Tenie,  Strongili  ed  Echinorinchi.  —  I  vermi  adoperati 
furono  presi  vivi,  e,  a  qualunque  specie  appartenessero,  venivano 
dapprima  accuratamente  lavati  in  soluzione  fisiologica,  poscia  asciu- 
gati, e  in  seguito  tagliuzzati  e  pestati  in  mortaio.  La  poltiglia  così 
ottenuta  veniva  diluita  con  un  terzo  in  peso  di  soluzione  fisiologica 
(0.75%),  così  ad  esempio,  a  90  grammi  di  poltiglia  si  aggiungevano 
30  grammi  di  soluzione  di  cloruro  sodico. 

Il  tutto  veniva  poi  nuovamente  pestato  a  mortaio  insieme  a  sabbia 
fina  di  mare,  sterilizzata  al  calore,  quindi  filtrato  alla  carta,  ed  in 
ultimo  a  candela  di  Berkefeld. 

2°  AsoABiui.  —  Per  questi  parassiti,  che  sono  più  facilmente  maneg- 
gevoli, procurai  di  adoperare  succhi  diversi  e  precisamente  i  seguenti: 

a)  liqìiido  del  verme  intero,  ottenuto  con  la  stessa  tecnica  usata 
per  le  tenie,  diluito,  pestato  e  filtrato  nello  stesso  modo; 

b)  liquido  ove  vissero  i  vermi  per  ventiquattro  ore.  Prendevo  un 
discreto  numero  di  Ascaridi  (10-15)  i  quali  venivano  dapprima  lavati 
più  volte  accuratamente  in  soluzione  fisiologica  e  poscia  messi  vivi  in 
una  quantità  di  nuova  soluzione  fisiologica  uguale  a  tre  volte  il  loro 
peso  mantenendoveli  per  24  ore  in  stufa  a  38°.  Il  liquido  veniva  poi 
filtrato  dapprima  alla  carta,  poscia  a  candela  di  Berkefeld; 

c)  liquido  estratto  dalla  cuticola.  Un  certo  numero  di  Ascaridi 
maschi  e  femmine  venivano  sezionati:  si  asportava  completamente  il 
tubo  digerente  e  gli  organi  genitali.  Il  resto,  costituito  dal  sistema 
muscolare  e  dalla  cuticola,  veniva  lavato,  triturato,  pestato,  diluito  e 
filtrato  nel  solito  modo  ; 

d)  liquido  celomatico.  Con  una  forbice  si  asportava  l'estremità 
anteriore  del  verme  e  si  raccoglieva  il  liquido  cho  colava  dal  taglio 
Questo  veniva  diluito  al  terzo  e  filtrato  a  candela. 

Ottenuti  così  i  succhi,  per  esperimentare  la  loro  eventuale  azione 
battericida  su  un  determinato  germe,  dopo  averli  resi  perfettamente 
neutri,  operavo  così:  in  cinque  centimetri  cubici  del  succo  emulsio- 
navo un'ansa  normale  di  una  patina  in  agar  della  cultura  del  germe, 
fresca  di  24  ore.  Subito  dopo  allestivo  le  piastre  di  controllo  in  agar; 
la  emulsione  si  passava  in  termostato  a  37°. 

Dopo  qualche  ora  allestivo  una  seconda  piastra  e  di  nuovo  ponevo 
in  termostato;  e  a  varie  riprese  ripetevo  la  stessa  mar^ovra.  Quando  si 
erano  sviluppate  le  colonie  dei  germi  nelle  singole  piastre  passavo  alla 
conta  di  esse,  incominciando  a  contare  quelle  contenute  nella  piastra 
di  controllo  per  la  prima  allestita,  e  in  tal  modo  venivo  a  vedere 
come  si  comportava  il  numero  delle  colonie  nelle  diverse  piastre  alle- 
stite a  periodi  vari  di  tempo,  venivo  cioè  a  vedere  in  quale  quantità 
sviluppavano  i  germi  a  seconda  del  tempo  maggiore  o  minore  du- 
rante il  quale  erano  stati  a  contatto  con  il  succo  dei  parassiti,  e  ne 
avevano  quindi  più  o  meno  lungamente  subito  l'azione. 

Ed  ecco  i  risultati  ottenuti  nelle  varie  serie  di  esperienze  fatte  : 


PRIMA  SERIE  DI  ESPERIENZE. 
Azione  dei  succhi  dì  Elminti  su  culture  di  germi. 


Tavola  I. 

Comportamento  dei  germi  con  l'estratto  di  Taenia  saginata 
appena  espulsa  dall'intestino. 


4  I)  

10  »  

24  1)  

B.  coli 

B.  typhi 

B  parityphi  A 

B.  paratyphi  B 

31,480 
11,968 
2,816 
351 

oo 
36, 960 
5, 280 
2, 112 
82 

31,680 
26,400 
7,040 
1, 136 
0 

oo 

oo 

oc 
24,  640 
10,400 

12  »  

20  »  

24  «  

B.  pyocyaneum 

V.  cholerae 

B.  anthracis 

S.  pyogenuB 
aureas 

oo 
26, 400 
9, 328 
2, 992 
1,696 

00 

22, 880 
16,  720 
5, 220 
50 

00 

380 
72 
0 
0 

oo 
17,  392 
13,  376 
10, 736 
5,456 

Tavola  II. 

Comportamento  dei  germi  con  l'estratto  di  Taenia  saginata 
rimasta  per  ventiquattro  ore  in  acqua  distillata. 

16  »  

19  »  

B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

14, 080 
8, 562 
4, 230 
3, 520 
270 

00 

12, 425 
5,208 
1,375 
580 

oo 
13, 752 
2, 624 
1,725 
3G0 

oo 
12, 565 
2, 500 
2, 780 
4,200 

B.  dysenteriae 

V.  choler.ie 

B.  anthracis 

S.  pyogenus 
aureus 

oo 
10,  045 
2,  500 
1,050 
1,760 

00 

18,  eoo 
15,840 
1,408 
228 

17,600 
5, 000 
430 
70 
0 

oc 

00 

31,480 
26, 400 
14, 980 
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Tavola  III. 


Oomportamento  dei  germi  con  l'estratto  di  Taenia  serrata  del  cane. 


B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyptii  A 

B.  paratyphi  B 

X 

00 

00 

00 

22, 956 

14, 852 

15,520 

17,920 

15, 968 

7,  040 

10,  580 

7,3iO 

6, 688 

4,576 

10, 474 

7, 680 

fi  flQ9 

fi  flOfi 

04  » 

1  ^^0 
i ,  ooyj 

B.  pyocyan'  um 

V.  cholerae 

B.  amhracis 

S.  pyogenua 
*iureus 

ce 

14  nsn 

X^5  \JO\J 

X 

00 

25,  800 

13,976 

1,276 

14,  035 

12  »  

17, 600 

11,792 

258 

28, 160 

15  »  

3, 000 

258 

50 

ce 

24  »  

272 

0 

0 

00 

Tavola  IV. 

Comportamento  dei  germi  con  l'estratto  di  Stilesia  centripunctafca 

della  pecora. 

B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

Subito  

oc 

X 

X 

co 

12,  425 

14, 080 

13, 752 

12,575 

16  »  

5,208 

8, 572 

2,500 

3, 450 

19  »  

4,230 

1,375 

1,050 

2, 780 

24  «  

3,520 

580 

260 

1,760 

B.  pyocyaneum 

V.  cholerae 

B.  anthracls 

S.  pyogenug 
aureus 

Subito    .  .  . 

X 

X 

X 

X 

18, 080 

X 

X 

X 

12  »    .  .  . 

17,600 

59,  840 

X 

33,520 

20  »  

15. 200 

3, 872 

3,520 

14,080 

24  «  

12, 264 

3,872 

272 

3,500 
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Tavola  V. 


Comportamento  dei  germi  con  l'estratto  di  Moniezia  alba  di  bue. 


B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

19  D  

24  »  

30 

12, 756 
6, 674 
5,  860 
4,240 

oc 
10, 560 
8.525 
8, 630 
8,465 

00 

11,780 
9, 385 
5,030 
5,500 

oc 
12, 320 
8, 740 
5,272 
5, 330 

B.  pyocyaneum 

B.  dyssenteriae 

B.  anthiacis 

S.  pyogenu3 
aureus 

4  »  

8  »  

20  »   , 

24  »   

00 

oc 

oo 
11,780 
7,565 
5,280 

35,  200 
28,  720 
19, 360 
13,650 
5,465 
5,200 

oc 
21, 120 
285 
80 
45 
25 

oc 

00 

24, 940 
17, 600 
15,000 
1,760 

Tavola  VI. 

Comportamento  dei  germi  con  V  estratto  di  Ascaris  vitulorum 
ottenuto  con  triturazione  e  pestamento  dell'intero  verme. 

B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

Subito  

16  »  

19  »  

24  «  

oo 
14, 576 
10, 560 
2,992 
2,420 

oo 
10,812 
7,222 
6,512 
500 

oo 
7,  640 
6, 864 
2,132 
94 

00 

oc 
oc 
oc 

17, 600 

B.  pyocyaneum 

B.  cholerae 

B.  anthracis 

S.  pyogenua 
aureus 

16  «  

19  »    .  ,   

24  »  ... 

oo 
oc 
oc  . 
00 

12, 000 

oc 
13, 980 
15, 830 
10, 368 
264 

00 

3i0 
126 
50 
11 

oc 
10,  000 
15,820 
1,050 
520 

mi 

Tavola  VII. 

Comportamento  dei  germi  con  V  estratto  del  liquido  dove  vissero 
per  ventiquattro  ore  gli  Ascaris  vitulorum. 


B.  eoli 

B.  typhi 

B.  paratyphiA 

B.  paratyphi  B 

oo 

oc 

oc 

oo 

17, 500 

11,805 

10, 560 

20,812 

16  »  

11,380 

5,640 

3,730 

16,  360 

20  »  

6,740 

1,880 

960 

12,520 

24  »  

2,400 

450 

80 

8,630 

B.  ryocyaneum 

B.  dygsenteriae 

B.  anthraois 

S.  pyogenus 
aureus 

oc 

oc 

■oc 

oc 

18,620 

420 

16,  650 

16  »  

30, 660 

10, 730 

160 

9, 780 

20,750 

2,840 

50 

860 

24  »  

9,6:o 

130 

0 

420 

Tavola  Vili. 

Comportamento  dei  germi  a  contatto  dell'estratto  ottenuto  con  triturazione 
e  pestamento  della,  sola  cuticola  di  Ascaris  vitulorum. 

B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

00 

oo 

oc 

oo 

15,  000 

12, 050 

10,  320 

16,200 

16  »  

14, 500 

7,  300 

6, 900 

12, 500 

20  

5,000 

4,300 

2,500 

9,360 

24  »  

930 

490 

150 

1,330 

B.  pyocyaneura 

V.  choleiae 

B.  anthracis 

S.  pyogenu3 
aureus 

Subito  ..... 

00 

oc 

oc 

■oc 

32, 000 

15, 320 

2,300 

17,600 

15   »   .  .  . 

21,200 

14,300 

412 

10, 320 

18  1)  

14, 200 

5,000 

120 

2,  500 

24  »   .  .  . 

9,800 

320 

15 

630 
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Tavola  IX. 

Comportamento  dei  germi  a  contatto  del  liquido  celomatico 
deZrAscaris  vitulorum. 


B.  eoli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B. 

paratyphi  B 

15  »  

18  »  

24  »  

oo 
20, 000 
13, 650 
2,  500 
320 

X 

15,  300 
11,200 
3, 620 
360 

oc 
17,  600 
9,  300 
1,800 
160 

■00 

12,  520 
6,560 
5,500 
1,300 

B.  pyocyaneum 

B.  dyssenteriae 

B.  anthracìB 

s 

.  pyogunuB 
aureus 

Subito  

8  ore  

15  »  

20  »  

24  »  

oc 
21, 300 
J6,  520 
2,  560 
1,350 

00 

8, 320 
3,200 
2, 190 
90 

00 

530 
160 
'80 
0 

00 

20,000 
12, 300 
2,850 
620 

Tavola  X. 

Comportamento  dei  germi  con  l'estratto  ottenuto  dalla  triturazione 
e  peatamento  dell'intero  verme  Ascarjs  megalocephala. 

B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A. 

B. 

paratyphi  B. 

16  »  

19  »  .•  .  . 

24  »  

oo 
14, 150 
12,000 
1,524 
980 

oc 
13,500 
12,  750 
3,334 
1,220 

oo 
14, 325 
14, 840 
4, 224 
540 

00 
00 
00 

oc 
35,  000 

B.  pyooyaneum 

B.  cholerae 

B.  anthracis 

S.  pyogenns 
aureas 

16  »  

19  »  

24  »  

oo 
16,000 
12,200 
2,300 
360 

17,600 
15,250 
6, 250 
2, 792 
650 

15,  200 
240 
75 
73 
5 

00 

oc 
oo 

00 

oo 

269 


Tavola  XI. 


ComportamPMto  dei  germi  a  contatto  del  liquido  ove  vissero 
per  ventiquattro  ore  gli  Ascaris  nfegalocephala. 


B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

10  »  ...   

19  »  :  . 

oc 
30,  000 
16, 200 
2,  060 
820 

oc 
oo 
18, 350 
9,500 
1, 160 

00 

i 1 , UUU 
8,200 
7,230 
3,200 

oo 

lo,  UUl) 

7, 320 
3,400 
480 

B.  pyocyaneum 

B.  dyssenteriae 

B.  anthracÌB 

S.  pyogenus 
aureus 

16  »  

19  »  

24  »  

oo 
15,  200 
12, 320 
8,300 
530 

00 

30,  620 
19, 300 
8,600 
520 

oc 
8,900 
950 
720 
IS 

oc 
31,  300 
18,200 
11,320 
6,290 

Tavola  XII. 

Comportarmnto  dei  germi  a  contatto  delVestratto  ottenuto  con  triturazione 
e  pestamento  della  sola  cuticola  di  Ascaris  megalocephala. 

B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

15  »  

19  »  

24  »  

co 
11,290 
7,300 
2,500 
1,000 

00 

21,500 
17, 600 
1-2,  300 
250 

oc 
13,860 
6,220 
5,  32J 
2,900 

oo 
31,000 
15, 300 
8,300 
630 

B.  pyocyaneum 

V.  cholerae 

B.  anthracls 

S.  pyogenus 
aureus 

16  »  

19  »  

24  ,  »  

oc 
35, 000 
20,000 
9,  600 
870 

00 

18,  300 
12,300 
6, 700 
570 

oc 
10,  320 
5, 160 
190 
16 

oo 
20, 300 
3,500 
1,950 
1,700 
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Tavola  XIII. 

Comportamento  dei  germi  a  contatto  del  liquido  celomatico 
dell'  Ascaria  megalocephala. 


B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphi  A 

B.  paratyphi  B 

15  »  

19  ))  

24  »  

oc 
15, 000 
8,900 
1,328 
690 

oc 
3, 500 
2,  520 
1,700 
320 

se 
9,  620 
8,650 
3,500 
. 1,700 

oc 
8,560 
3,500 
1,960 
560 

B.  pyocyaneum 

V.  cholerae 

B.  antbracìB 

S. pyogenus 
aureus 

16  »  

19  »  

00 

17,  600 
8,960 
•    3, 550 
710 

oc 
15, 200 
12, 300 
9, 900 
830 

co 
520 
300 
130 
0 

00 

15, 500  . 

12,500 
8,000 
3.000 

Tavola  XIV. 

Comportamento  dei  germi  a  contatto  dell'estratto  ottenuto  dal  pestamento 
e  trituramento  del  verme  intero  Heterakis  compar. 

B.  choierae  galllnarum 

Subito   oo 

2  ore   18,000 

4  »     ....   12,200 

20   »    350 

24  »   50 

Tavola  XV. 

Comportamento  dei  germi  a  contatto  dell'estratto  di  Strongylus  micrurus. 


B.  coli 

B.  typhi 

B.  dyssenteriae 

V.  cholerae 

oo 

oo 

oo 

oo 

l,7fiO 

15, 840 

00 

35, 000 

520 

600 

22,000 

17, 600 

20  »  

5 

10 

800 

360 

■24  »  

0 

0 

200 

90 
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Tavola  XVI. 

Gomportamento  dei  germi  a  contatto  dell'  estratto 
del  Giganthorhynchus  gigag. 


B.  coli 

B.  typhi 

B.  paratyphiA 

B.  para  typhi  B 

oo 

GO 

21,120 

oo 

35. 200 

oo 

20,  400 

oo 

7  »  

22,  880 

co 

19,360 

14,  940 

20  »  

5,260 

30 

1,760 

2,640 

7,040 

oo 

460 

1,500 

B.  anthracia 

V.  cholerae 

B.  dyssenteriae 

oc 

oo 

oo 

2,760 

31,680 

26,  400 

7  »                     .  . 

2,400 

31,480 

24,  ODO 

20  »  

900 

5,280 

15,  840 

24  »  

500 

620 

2,200 

Da  questa  prima  serie  di  esperienze  si  può  concludere  che,  salvo 
rarissinae  eccezioni,  gli  estratti  di  vari  parassiti  dell'intestino  {Cestodi 
e  Nematodi)  e  de'  polmoni  {Strongylus  micrurus)  esercitano  in  vitro 
un'azione  battericida  su  molti  germi  ;  questa  azione  nella  stessa  unità 
di  tempo  varia  col  variare  di  germi  e  dell'estratto  del  parassita. 

Il  germe  che  ha  offerto  minore  resistenza  è  stato  il  B.  anthracis. 

SECONDA  SERIE  DI  ESPERIENZE. 
Azione  dei  succili  di  Elminti  sui  germi  viventi  nell'intestino  degli  animali. 

La  concordanza  dei  risultati  delle  esperienze  in  vitro  mi  incorag- 
giarono ad  istituirne  altre  negli  animali  per  vedere  se  anche  gli  estratti 
di  Elminti  somministrati  per  via  gastrica,  potessero  avere  un'azione  su 
speciali  germi  fatti  anch'essi  ingoiare  agli  animali  stessi. 

Come  animali  di  esperimento  scelsi  i  cani,  come  germe  il  B.  pyo- 
cyaneum  perchè  facilmente  riconoscibile  e  reperibile  nelle  feci,  e  come 
succo  di  parassita  adoperai  quello  dell'Ascaride  del  cavallo. 

Per  compiere  tali  esperimenti  io  operai  nella  seguente  maniera. 
Presi  tre  cani  grossi  e  !i  isolai.  Innanzi  tutto  dall'esame  delle  feci  mi 
assicurai  che  l'intestino  non  contenesse  alcun  parassita.  Ad  uno  dei 
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cani,  in  cui  rinvenni  qualche  uovo  di  Ascaris  mystax,  somministrai 
dapprima  della  santonina,  poscia  un  purgante  oleoso  e  lo  tenni  insieme 
agli  altri  in  osservazione,  fino  a  che  potei  assicurarmi,  con  ripetuti 
esami  delle  feci,  che  tutti  e  tre  erano  perfettamente  indenni. 

Allora,  raccolta  una  piccola  quantità  di  feci  da  ciascuno  di  essi, 
diluii  una  parte  di  queste  in  tre  matracci  contenenti  acqua  distillata 
e  con  tale  diluizione  allestii  varie  colture.  Feci  ciò  per  vedere  se  nelle 
feci  dei  cani  si  contenesse  il  B.  pyocyaneum.  In  nessuna  delle  culture 
fatte  si  sviluppò  tale  germe. 

In  seguito  feci  ingerire  ad  ogni  cane  cinque  centimetri  cubici  di 
cultura  pura  in  brodo  di  B.  pyocyane.um  e  li  tenni  isolati. 

Raccolsi  le  feci  di  24  ore  da  ognuno  e  ne  allestii  delle  culture. 
In  tutte  queste  si  sviluppò  rigogliosamente  il  B.  pyocyaneum,  e  quindi 
mi  potei  accertare  che  tali  germi  in  gran  parte  non  venivano  distrutti 
passando  lungo  il  tubo  gastro-enterico  dei  cani,  giacché  essi  si  rinve- 
nivano nelle  feci. 

Assicuratomi  di  ciò,  dopo  sette  giorni,  feci  ingerire  a  due  cani  altri 
cinque  centimetri  cubici  di  cultura  pura  di  B,  pyocyaneum  e  subito 
dopo  feci  loro  bere  circa  25  centimetri  cubici  di  succo  di  Ascaride  del 
cavallo  ottenuto  con  il  solito  metodo  di  tecnica;  all'altro  cane  invece, 
che  doveva  servirmi  da  controllo,  feci  ingerire  soltanto  cinque  cen- 
timetri cubici  di  cultura  pura  di  B.  pyocyaneum. 

Raccolsi  da  tutti  e  tre  i  cani  le  feci  di  24  ore  e  ne  allestii  varie 
culture:  orbene  nelle  culture  ottenute  dalle  feci  dei  cani  che  avevano 
ingerito  tanto  il  B.  pyocyaneum  quanto  l'estratto  di  Ascaride  non  si 
sviluppò  affatto  il  B.  pyocyaneum.  mentre  nelle  culture  ottenute  dalle 
feci  del  cane  che  aveva  ingerito  soltanto  il  B.  pyocyaneum,  questo 
si  sviluppò  rigogliosamente. 

Tali  esperimenti  ho  ripetuto,  ad  intervalli  di  sette  in  sette  giorni, 
per  altre  cinque  volte  e  i  risultati  furono  sempre  costanti:  nelle  feci 
cioè  dei  cani,  che  avevano  ingerito  solo  la  cultura  di  B.  pyocyaneum, 
questo  si  è  rinvenuto  costantemente,  mentre  nelle  feci  dei  cani  che 
avevano  ingerito  la  cultura  di  B.  pyocyaneum  ed  anche  l'estratto  di 
Ascaride,  il  germe  si  rinvenne  una  eoi  volta  nelle  feci. 

Quindi  riassumendo  :  su  dodici  volte  nelle  quali  si  fecero  ingerire 
germi  ed  estratti  di  Ascaridi,  in  undici  non  si  rinvennero  affatto  germi 
nelle  feci,  in  uno  sì.  Nei  controlli  si  rinvennero  sempre  nelle  feci  germi, 
1  quali  nelle  culture  svilupparono  rigogliosamente. 


TERZA  SERIE  DI  ESPERIENZE. 
Aziune  degli  Elmiati  vìventi  sui  germi  neiriotestiuo. 

Un'altra  serie  di  esperimenti  ho  fatto  nei  cani  per  vedere  se,  come 
i  succhi  dei  parassiti,  anche  i  parassiti  stessi,  viventi  nel  canale  dige- 
rente, spiegassero  proprietà  battericide. 

Si  trattava  di  infestare  di  parassiti  un  cane.  Preferii  infestarlo  di 
Taenia  serrata,  operando  in  tal  modo  :  feci  ingerire  ad  un  cane,  indenne 
di  parassiti,  quattro  cisticerchi  pisiformi  (Cysticercus  pisiformis  Zeder), 
rinvenuti  attaccati  al  peritoneo  parietale  di  una  lepre. 
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Dopo  circa  due  mesi  mi  potei  assicurare  che  nell'intestino  del  cane 
si  erano  sviluppate  le  Tenie,  dal  momento  che  nelle  feci  riscontravo 
un  gran  numero  di  proglottidi  della  Tenia  stessa.  Presi  allora  un  altro 
cane  e  con  ripetuti  esami,  praticati  più  giorni  di  seguito,  mi  assicurai 
che  non  avesse  alcun  parassita  nell'intestino,  e  di  esso  mi  servii  per 
controllo.  Ad  ambedui  i  cani  feci  ingerirò  cinque  centimetri  cubici  di 
B.  pyocyaneum.  Raccolte  le  feci  di  ventiquattro  ore  ad  entrambi,  con 
esse  allestii  delle  culture. 

Orbene,  nelle  culture  fatto  con  le  feci  del  cane  di  f'ontroUo,  si 
sviluppò  il  B.  pyocyaneum  mentre  nelle  feci  del  cane  infestato  con 
le  Tenie  serrate  esso  non  fu  affatto  rinvenuto. 

Trascorsi  venti  giorni,  tornai  a  ripetere  l'esperienza  sugli  stessi  cani 
ed  ottenni  identico  risultato. 

Ma  per  essere  maggiormente  persuaso  che  l'azione  battericida  era 
dovuta  alla  Tenia  e  non  ad  un  quid  esistente  nel  cane  stesso,  volli 
invertire  l'esperimento. 

Essendomi  infatti  capitati  altri  Cysticercus  pisiformis  li  detti  a 
mangiare  al  cane  che  nell'esperimento  precedente  mi  era  servito  di 
controllo,  e  somministrai  contemporaneamente  all'altro  cane  l'estratto 
etereo  di  felce  maschio  per  liberarlo  dalle  Tenie  che  albergava  nel- 
l'intestino. 

L'esame  delle  feci  fatto  a  intervalli  di  tempo  e  ripetutamente  mi 
fece  in  seguito  persuaso  che  il  primo  cane  si  era  infestato  di  Terjia  e 
il  secondo  invece  se  ne  era  completamente  liberato. 

Allora  somministrai  ad  ambedue  la  stessa  quantità  di  B.  pyocyaneum, 
e  le  culture,  fatte  dalle  feci,  mi  dimostrarono  che  nel  cane  paras- 
sitato vennero  completamente  distrutti  i  germi,  mentre  rigogliosi  si 
svilupparono  nelle  culture  ottenute  con  le  feci  del  cane  indenne  di 
Taenia  serrata. 

liO  sviluppo  e  la  distruzione  dei  germi  non  era  in  rapporto  quind- 
all'individuo,  ma  in  relazione  all'assenza  o  presenza  dell'Elminto  neli 
l'intestino. 


* 
*  * 

In  seguito  al  favorevole  risultato  di  queste  esperienze  sia  in  vitro 
su  numerosi  germi  patogeni  o  no,  sia  in  vivo  per  un  germe  non  pa- 
togeno per  il  cane,  mi  restava  a  vedere  come  si  comportasse  un  germe 
patogeno  per  un  animale,  quando  nell'intestino  di  questo  vivessero 
parassiti. 

Per  tali  esperimenti  mi  sono  servito  come  animali  dei  polli,  come 
parassita  AeWHeterakis  papillosa  (Bloch)  proprio  ai  polli  stessi,  e  come 
germe  patogeno  ho  scelto  il  B.  del  colera  dei  polli  {Bacterium  cholerae 
gallinarum). 

Presi  due  giovani  polli,  li  isolai,  mettendoli  ognuno  in  una  gabbia, 
ed  esaminai  per  più  giorni  microscopicamente  le  feci  di  entrambi  per 
vedere  se  in  esse  si  contenessero  uova  di  parassiti.  Non  ne  ritrovai 
mai  nelle  varie  osservazioni  fatte:  potevo  quindi  essere  sicuro  che 
fossero  perfettamente  indenni. 

Per  infestarli  di  Heterakis,  mi  procurai  le  intestina  di  polli  conte- 
nenti tale  parassita.  Raccolsi  tutto  il  materiale  contenuto  in  tali  in- 
testina e  all'osservazione  microscopica  potei  vedere  che  in  esse  vi 
erano  una  grandissima  quantità  di  uova;  poste  le  feci  in  un  capsula, 
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ve  le  mantenni  a  temperatura  di  18°-22''  in  un  ambiente  umido,  per 
una  ventina  di  giorni.  Quando  vidi  che  nell'interno  delle  uova  si  erano 
sviluppati  gli  embrioni,  ne  presi  una  discréta  quantità,  le  diluii  in 
acqua,  e  tale  diluizione  feci  ingerire  ad  uno  dei  polli,  mentre  l'altro 
lo  mantenni  indenne  per  controllo. 

Trascorso  circa  un  mese  e  mezzo,  il  pollo  che  aveva  ingerito  gli 
embrioni  di  Heterakis  emetteva  abbondanti  uova  della  stessa  specie 
colle  feci.  Ciò  mi.  garentiva  nel  modo  più  assoluto  che  i  parassiti 
non  solo  avevano  attecchito  ma  erano  divenuti  adulti.  Allora  feci 
ingerire  ad  entrambi  i  polli  una  eguale  quantità  di  cultura  pura  in 
brodo,  fresca  di  24  ore,  di  B.  del  colera  dei  polli,  e  precisamente  ne 
feci  ingerire  ad  entrambi  due  centimetri  cubici. 

Dopo  dodici  ore  il  pollo  controllo  presentava  questi  fenomeni: 
era  molto  abbattuto,  aveva  la  cresta  intensamente  cianotica,  intensa 
polipnea  e  una  diarrea  grave  sanguinolenta. 

L'altro  pollo,  quello  infestato  di  parassiti,  presentava  una  lieve  cia- 
nosi della  cresta,  non  polipnea,  scarsa  diarrea. 

Dopo  ventiquattro  ore  il  pollo  controllo  morì;  l'altro  si  presentava 
ancora  abbattuto,  non  prendeva  cibo,  ma  a  poco  a  poco  si  riebbe 
sicché,  già  quasi  dopo  48  ore,  aveva  ripreso  l'aspetto  primitivo,  e 
solo  residuava  una  discreta  diarrea,  leggermente  sanguinolenta  che 
a  poco  a  poco  si  dileguò.  In  breve  il  pollo  guarì  perfettamente. 

Incoraggiato  da  tale  esperimento  volli  farne  altri  eguali,  e  al- 
l'uopo presi  altri  cinque  polli.  Assicuratomi  che  fossero  tutti  indenni 
di  parassiti  uno  ne  tenni  per  controllo;  gli  altri  quattro  li  infestai 
con  uova  embrionate  di  Heterakis. 

Dopo  trascorsi  circa  quaranta  giorni,  quando  cioè  vidi  comparire 
un  certo  numero  di  uova  di  Heterakis  stesso  nelle  feci  di  ciascuno 
dei  polli  d'esperimento,  feci  ingerire  a  tutti  cinque  due  centimetri 
cubici  di  cultura  in  brodo,  fresca  di  24  ore,  di  B.  di  colera  dei 
polli. 

In  seguito  alla  somministrazione  dei  germi  si  notarono  per  cia- 
scuno animale  i  seguenti  fatti: 

Pollo  n.  1.  Controllo.  —  Dopo  poche  ore  si  mostrò  abbattuto  pro- 
strato; sopraggiunse  una  intensa  diarrea  sanguinolenta,  la  cresta  e  le 
mucose  visibili  divennero  cianotiche.  Dopo  circa  trentasei  ore  l'ani- 
male morì.  All'autopsia  si  notarono  tutte  le  alterazioni  del  colera 
grave. 

Pollo  n.  2.  —  L'animale,  che  già  si  trovava  in  cattive  condizioni 
di  salute  anche  prima  della  somministrazione  dei  germi,  e  che  da 
qualche  giorno  era  abbattuto  e  rifiutava  il  cibo,  fu  ti  ovato  morto 
la  mattina  seguente,  dodici  ore  dopo  che  ebbe  ingerito  la  cultura. 
All'autopsia  fu  trovato  di  eccessiva  magrezza,  ed  un  grave  stato  di 
anemia  si  notava  a  carico  di  tutti  gli  organi.  Nessuna  lesione  si 
rinvenne  che  facesse  sospettare  la  morte  dipendente  dall'ingestione 
dei  batteri.  All'esame  dell'intestino  si  trovarono  in  discreto  numero 
Heterakis  papillosa. 

Pollo  n.  3.  —  Sembra  non  aver  risentito  nulla  dalla  somministra- 
zione dei  germi.  Non  abbattuto,  non  diarrea,  non  cianosi  delle  mu- 
cose. Dopo  dieci  giorni  viene  sacri6cato  e  si  riscontra  l'intestino  stra- 
ricco di  parassiti:  se  ne  contano  sopra  a  duecento. 

Pollo  n.  4.  —  Dopo  24  ore  cominciò  a  mostrarsi  abbattuto,  so- 
pravvenne la  diarrea  che  non  tardò  a  divenire  sanguinolenta.  Le  mu- 
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cose  e  la  cresta  divennero  cianotiche.  I  sintomi  lentamente  andarono 
aumentando,  o  l'animale  morì  al  terzo  giorno.  All'autopsia  si  rinven- 
nero solo  cinque  esemplari  di  Heterakis  papillosa. 

Pollo  n.  5.  —  Si  mostra  abbattuto,  ma  non  in  modo  eccessivo. 
Dopo  24  ore  cominciò  una  diarrea  mucosa.  La  cresta  divenne  alquanto 
cianotica.  L'animale  ricusò  il  cibo  e  restò  prostrato  e  sonnacchioso. 
Questo  stato  di  cose  durò  all'incirca  una  giornata,  poi  esso  cominciò 
a  beccare  il  grano  turco,  bevve  abbondantemente,  riprese  la  sua 
vivacità.  Le  feci  si  fecero  poltacee,  poi  divennero  normali.  Alla  fine 
del  quarto  giorno  l'animale  riprese  il  suo  aspetto  primitivo  e  da 
allora  non  presentò  alcun  malessere.  Venne  ucciso  dopo  dieci  giorni, 
e  nell'  intestino  si  rinvennero  numerosi  Hetarakis  papillosa,  circa 
cento  esf^mplari. 

All'infuori  quindi  del  pollo  n.  2,  morto  evidentemente  per  altra 
causa,  anche  queste  esperienze  mi  dimostrarono  che  i  parassiti  ani- 
mali viventi  nell'intestino  possono  spiegare  un'azione  battericida.  Anzi 
questi  ultimi  esperimenti  appaiono  anche  più  dimostrativi  dei  pre 
cedenti,  giacché  dal  risultato  di  essi  sembra  potersi  dedurre  che  vi  è 
un  rapporto  fra  il  numero  dei  parassiti  intestinali  e  l'azione  dei 
germi.  Questa  sarebbe  tanto  più  energica  quanto  minore  è  il  numero 
degli  Elminti. 

La  difficoltà  di  possedere  abbondante  materiale  elmintologico,  i 
non  pochi  insuccessi  e  le  non  lievi  incognite  cui  si  va  incontro 
quando  si  attende  allo  sviluppo  delle  uova  o  delle  forme  larvali,  mi 
hanno  impedito  di  potere  moltiplicare  le  esperienze  di  quest'ultima 
serie  le  quali  sono  senza  dubbio  le  più  interessanti  e  probative. 

Per  ora  quindi  credo  poter  concludere  con  l'ammettere  il  potere 
battericida  de'  vermi  dell'intestino  e  dei  succhi  che  da  essi  si  estrag- 
gono. Ciò  è  maggiormente  ammissibile  quando  si  penai  che,  ove  ciò 
non  fosse,  gli  Elminti,  nella  lotta  per  l'esistenza  non  avrebbero  in 
loro  stessi  nessuno  elemento  di  difesa  contro  quegli  esseri,  che  infi- 
nitamente più  piccoli,  ma  più  potenti  di  loro,  ne  minacciano  la  vita, 
alterano  l'ambiente  e  gli  alimenti  ad  essi  indispensabili,  e  giungono 
persino  a  distruggere  l'ospite  che  li  alberga. 


Conclusioni. 

Dalle  esperienze  su  riportate  credo  si  possano  intanto  trarre  le 
seguenti  conclusioni: 

1°  Gli  estratti  di  parecchi  Elminti  esercitano  in  vitro  un  potere 
battericida  su  molti  germi  patogeni. 

2°  Non  tutti  gli  estratti  dei  vermi  dimostrano  nella  stessa  unità 
di  tempo  eguale  potere  battericida.  Alcuni  lo  dimostrano  più  intenso 
(Taenia  e  Strongylus),  altri  meno  {Oiganthorhynchus,  ecc.). 
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3°  Il  potere  battericida  di  un  estratto  di  verme  varia  col  va- 
riare dei  germi. 

4°  Il  germe  che  si  è  mostrato  meno  resistente  è  qaello  del  B. 
anthracis. 

5°  L'azione  battericida  degli  estratti  di  Elminti  sembra  che  si 
manifesti  egualmente  sui  germi  viventi  nel  tubo  digerente  degli 
animali  di  esperimento. 

6°  I  parassiti  dell'intestino  esercitano  anche  essi  una  azione  bat- 
tericida sui  germi  viventi  nell'intestino  stesso. 


Il  presente  lavoro  era  già  in  macchina  per  la  stampa  quando  il  profes- 
sore Aldo  Perroncito  pubblica  una  sua  memoria  sullo  stesso  argomento  le 
cui  conclusioni  ammettono  anche  un  potere  battericida  di  vermi  intestinali. 


Laboratorio  di  Patologia  Generale 
DELLA  R.  Università  di  Siena 


Sul  rapporto  fra  la  forma  anafilattica  e  la  profilattica 
della  reazione  immunitaria,  con  speciale  riguardo 
all' antipiresi  causale  biologica. 

Prof.  EUGENIO  CENTANNI. 

La  reazione  anafilattica  occupa,  fra  le  altre  di  natura  antigene, 
un  posto  molto  singolare,  perchè  non  solo  appare  contraria  allo  scopo 
di  difesa,  che  reputavasi  inseparabile  attributo  delle  reazioni  immu- 
nitarie, ma  raggiunge  anzi,  sotto  questo  punto  di  vista,  il  dominio 
dì  una  vera  aberrazione,  nel  senso  che  l'organismo,  per  rispondere  a 
un  prodotto  relativamente  innocuo,  ne  fabbrica  un  altro  velenosissimo, 
dimostrando  in  tal  modo  di  lavorare  direttamente  alla  propria  distru- 
zione. 

Col  progredire  nello  studio  di  questa  reazione  si  scoprono,  tut- 
tavia, diverse  particolarità  che  dimostrano  una  certa  tendenza  nel- 
l'organismo a  tener  circoscritta  questa  deviazione  esiziale  della  sua 
attività  difensiva. 

Sappiamo  innanzitutto  che  da  veri  anafilattogeni  funziona  una 
categoria  abbastanza  limitata  fra  gli  antigeni  ;  inoltre,  che  poche  fra 
le  specie  animali  rispondono  in  modo  regolare  e  pronunziato.  Si  può 
anche  aggiungere  che  il  processo  più  atto  per  suscitare  nella  sua  pie  - 
nezza  lo  shock  —  immissione  in  massa  di  materiale  eterogeneo  in  cir- 
colo —  entra  troppo  fra  le  condizioni  artificiali  ;  mentre  ciò  che  ai 
materiali  eterogenei,  dopo  superate  le  barriere  esterne,  è  più  comune 
nell'organismo  —  il  riassorbimento  interstiziale  —  non  solo  ha  poco 
effetto,  ma  porta  facilmente  allo  stato  difensivo  di  antianafilassi. 

Più  significante  è  il  fatto  che  comincia  ad  apparire,  che  l'orga- 
nismo, intensificando  questa  sua  reazione,  tende  a  perfezionarla  verso 
una  forma  innocua,  come  aveva  già  preveduto  il  Richet,  che  l'ana- 
filassi  potesse  rappresentare  un  gradino  imperfetto  della  vera  immu- 
nità difensiva. 


278 


La  dimostrazione  di  questo  principio  è  cominciata  per  opera  del 
Friedberger,  traehdo  gli  elementi  da  prove  in  vitro  e  da  prove  sul 
vivo  con  anafilassi  attiva  e  passiva. 

Nel  preparare  l'anafilatossina  in  vitro,  il  Friedberger  ha  notato 
che  quanto  piti  è  alta  la  dose  dell'anticorpo  aggiunto,  o  alto  il  po- 
tere che  esso  possiede,  altrettanto  meno  attiva  è  l'anafilatossina  che 
si  sviluppa. 

In  collaborazione  con  Symanowsky  e  Schlitze  viene  alla  stessa 
conclusione,  notando  la  differenza  di  efficacia  degli  anticorpi  provo- 
cati in  confronto  di  quelli  presenti  nel  siero  normale. 

In  collaborazione  con  Nathan  conferma  l'influenza  delle  dosi  di 
anticorpo  in  una  forma  di  immunità  passiva,  cioè  facendo  sviluppare 
la  reazione,  per  introduzione  della  miscela  opportuna,  entro  il  peri- 
toneo della  cavia. 

Con  l'immunità  attiva  Friedberger  ha  fatto  solo  alcuni  tentativi, 
sottoponendo  gli  animali  a  dosi  crescenti  di  albumina,  e  sebbene 
questo  trattamento  intensivo  venga  male  tollerato,  riesce  nei  pochi 
soggetti  che  sopravvivono,  a  vedere  una  resistenza  considerevolmente 
maggiore  alla  reiniezione,  che  non  facciano  i  controlli  meno  intensa- 
mente preparati. 

Il  Friedberger  trae  la  interpretazione  di  questi  fatti  dalla  sua 
teoria  sulla  genesi  dello  shock  anafilattico,  la  quale  è  basata,  come  si 
sa,  sulla  rapida  inondazione  del  sangue  di  prodotti  della  disintegra- 
zione intermediaria  azotata,  sviluppatisi  dalla  proteina  antigene  sotto 
la  spinta  del  sistema  immunitario  c  più  specialmente  del  comple- 
mento con  funzione  di  fermento  proteolitico. 

Svolgendosi  tale  disintegrazione,  una  volta  avviata,  in  forma  pro- 
gressiva, prodotti  più  bassi  succedono  ai  primi  con  perdita  delle 
caratteristiche  proprietà,  e  l' anafilatossina,  difatti,  lasciata  a  sè, 
in  brexe  finisce  per  diventare  inattiva.  Coli' impiego  di  sieri  potenti 
tale  evoluzione  segue  proporzionatamente  più  rapida  ;  e  quando 
la  reazione  avviene  nelle  stesse  condizioni  entro  l'organismo,  si  deve 
ritenere  che  i  prodotti  tossici  facciano  così  fuggevole  comparsa  da  non 
aver  tempo  d'influenzare  gli  elementi  sensibili. 

Con  questo  meccanismo  anzi  l'A.  vuole  interpretare  la  guarigione 
spontanea  del  processo  infettivo;  facendosi,  col  progredire  della  ma- 
lattia, la  produzione  di  anticorpo  sempre  più  intensa,  si  arriva  al 
punto  in  cui  esso  diventa  capace  di  una  subitanea  distruzione  di  ogni 
proteina  batterica  che  possa  ulteriormente  penetrare  in  circolo. 

Questa  concezione  del  Friedberger  è  fondata  principalmente  su 
ricerche  in  vitro.  Inoltre,  lo  studio  finora  fatto  fra  i  fenomeni  ana- 
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filattici,  ha  considerato  più  lo  shook  classico  che  la  speciale  manife- 
stazione riguardante  la  termogenesi.  Ora,  i  fatti  relativi  alla  termo- 
genesi debbono  essere  presi  nella  più  attenta  considerazione,  perchè 
nelle  idee  esposte  è  implicato  il  grande  quesito  dell'antipiresi  causale 
biologica,  di  ben  altro  significato  della  comune  soluzione  data  dalla 
farmacologia.  ;  ~,  . 

La  prima  realizzazione  di  tale  forma  di  antipiresi  appartiene  alle 
mie  ricerche  (1893).  Dopo  avere,  in  uno  studio  precedente,  isolato, 
come  prodotto  abiuretico,  la  pirotossina  batterica  e  dimostratane  la 
identità  njUe  diverse  specie  batteriche,  la  deduzione  e  insieme  la 
conferma  di  tale  identità  era  che,  se  si  riusciva  ad  avere  un  prin- 
cipio neutralizzante  per  la  febbre  di  una  infezione,  esso  doveva  va- 
lere per  le  altre. 

Dopo  diversi  tentativi  venne  in  esame  un  siero  preparato  insieme 
col  prof.  Bruschettini,  trattando  il  montone  con  cultura  molto  tos- 
sica del  bacillo  dell'influenza,  il  quale  mostrava  pronta  azione  anti- 
piretica sulla  infezione  corrispondente. 

Si  stabilì  allora  con  questo  siero  una  serie  estesa  di  ricerche  su 
febbri  promosse,  sia  chimicamente  con  pirotossine  tratte  dal  bacter. 
coli,  vibrione  del  colera  e  del  Metschnikoff,  bacillo  della  tubercolosi 
e  aèrogenes  meningitis;  sia  infettando  conigli  e  cavie  con  culture  di 
V.  avicida,  colera,  piocianeo,  aèrogenes,  pneumococco,  carbonchio. 

In  tutti  i  casi  si  vide,  con  la  maggiore  regolarità,  che  tal  siero, 
impiegato  per  trattamento  preventivo  anche  di  4  giorni,  impediva 
la  comparsa  della  febbre,  e  per  trattamento  curativo  portava  la 
temperatura  in  breve,  dopo  ^-1  ora,  a  livello  normale,  dove  restava 
a  permanenza.  L'effetto  era  diretto  solo  contro  il  fenomeno  iperter- 
mia; l'infezione,  sebbene  in  forma  mitigata,  seguiva  il  suo  corso. 

Da  questo  si  concluse  essere  possibile  la  preparazione  immunitaria 
di  un  antipiretico  causale,  e  che  esso  inoltre  usciva  dalle  consuete 
leggi  della  specificità,  valendo  per  le  febbri  batteriche  della  più  di- 
versa origine. 

In  altri  e  numerosi  tentativi  fatti  in  questa  direzione,  solo  raramente 
ho  avuto  dei  resultati  così  decisivi.  Bisogna  perciò  ritenere  che  la  forma 
di  reazione  contro  il  veleno  pirogene  si  manifesti  sotto  condizioni 
speciali,  non  facili  a  realizzare  nel  comune  esperimento. 

Con  gli  studi  del  Friedberger,  che  hanno  portato  un  alito  nuovo 
nella  patogenesi  della  febbre,  la  questione  di  una  forma  immuni- 
taria di  antipiresi  risorge  nella  sua  pienezza,  e  viene  anche  fornito 
l'orientamento  per  ottenere  il  preparato  attivo,  cioè  d' impiegare 
siero  anafilattico  di  alto  potere. 
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Preparazione  delle  cavie  ipervaccinate. 

Ho  preparato  una  serie  estesa  dì  cavie  con  iniezioni  crescenti  di 
antigene,  come  si  usa  nella  tecnica  sierologica  per  raggiungere  l'alto 
valore  dei  preparati  per  l'uso  pratico,  e  ciò  allo  scopo  di  ottenere 
dati  definiti: 

1"  sulla  resistenza  di  tali  cavie  allo  shock  della  rinoculazione  ; 
2°  qual  potere  dispiegasse  il  loro  siero  espressamente  sul  feno- 
meno della  piressia. 

Nel  processo  della  vaccinazione  continuata  l'organismo  rimane  sot- 
toposto a  due  forme  combinate  di  influenza:  l'una,  dell'antigene  che 
stimola  la  produzione  crescente  di  anticorpo;  l'altra,  dell' anafilatos- 
sina  che  sviluppandosi  in  dose  graduale  può  pure  modificare  in 
qualche  modo  la  capacità  reattiva. 

Quanto  alla  possibilità  di  ottenere  una  immunizzazione  verso 
questa  anafilotossina  per  trattamento  vaccinale,  esistono  due  pro- 
babilità di  risultato  :  al  Freidberger  e  H.  Pfeiffer  tale  immunizzazione 
non  è  riuscita,  mentre  Moreschi  e  Tadini  hanno  potuto  preparare  in 
questo  modo  l'antitossina  della  febbre  tifica. 

Non  ho  trovato  difficile  stabilire  un  trattamento  intensivo  con  an- 
tigeni anafilattici  anche  in  animaU  così  sensibili  come  le  cavie,  purché 
nel  ripetere  le  iniezioni  si  escluda  assolutamente  la  via  endovenosa,  e 
si  usi  un  certo  frazionamento  nelle  dosi  più  elevate. 

Come  antigene  ho  impiegato  il  siero  inattivato  di  bue.  Il  tratta- 
mento è  cominciato  con  dosi  di  cmc.  2 . 0-3 . 0  per  chilogramma  dell'ani- 
male (in  media  cmc.  1.0  per  cavia  di  gr.  400),  usando  la  via  del  peri- 
toneo. L' iniezione  era  ripetuta  a  distanza  media  di  3  settimane, 
salendo,  dopo  4-5  iniezioni,  alla  dose  di  cmc.  15-20  per  chilogramma 
divise  in  giorni  successivi  fra  la  via  peritoneale  e  la  sottocutanea. 
In  totale  si  raggiungevano  5  o  6  vaccinazioni.  Designamo  questi  ani- 
mali come  ipervaccinati. 

Accanto  a  questa  serie  se  ne  preparava  un'altra,  dove  le  cavie 
erano  trattate  una  sola  volta  con  cmc.  8-10  per  chilogramma,  dello 
stesso  siero,  pure  per  via  peritoneale;  e  venivano  poi  impiegate  alla 
distanza  più  favorevole  di  2-3  settimane  per  la  reiniezione  tipica. 
Distingueremo  questi  animali  come  di  prima  sensibilizzazione. 

Ho  seguito  negli  effetti  delle  diverse  prove  i  seguenti  fenomeni 
anafilattici,  disposti  in  ordine  decrescente  di  gravità,  e  corrispon- 
denti, secondo  la  classificazione  del  Friedberger  e  Mita,  a  dosi  sempre 
minori  di  anafilatossina  sviluppata: 

1°  Shock  tipico  completo  con  morte  rapida. 
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2°  Shock  tipico  incompleto  (dispnea,  stordimento,  orripilazione) 
con  esito  in  guarigione  e  raro  di  morte  a  distanza. 

3°  Abbassamento  della  temperatura,  seguito  o  no  da  elevazione. 

4°  Elevazione  della  temperatura,  quale  manifestazione  della  dose 
pirogene  oplimum  di  anafilatossina  sviluppata. 

Nel  passare  dal  .3°  al  4°  grado  vi  ha  un  punto  neutro  di  equi- 
librio, «  limite  superiore  di  costanza  »  del  Friedberger,  che  si  diffe- 
renzia dall'inattività  assoluta  per  insufficienza  del  veleno,  «  limite 
inferiore  di  costanza  »,  dal  fatto  che,  abbassando  ancora  la  dose^ 
viene  in  evidenza  l'ipertermia  ;  viceversa  per  l'ipotermia. 

Immunità  attiTa. 

Nel  corso  delle  successive  iniezioni  di  siero  di  bue  è  apparsa  nelle 
cavie  la  tendenza  a  risentire  sempre  meno  delle  manifestazioni  dello 
shock,  e  questa  constatazione  è  stata  seguita  nelle  varie  maniere  con 
cui  l'antigene  è  introdotto. 

a)  Comportamento  degli  animali  durante  le  vaccinazioni. 

Quanto  allo  sviluppo  di  shock  tipico  nel  ripetere  le  iniezioni  di 
rinforzo,  di  16  cavie  in  trattamento  nessuna  l'ha  presentato  in  forma 
completa.  Invece  alla  seconda  iniezione  (reiniezione  classica)  due 
cavie,  numeri  1  e  13  d'esperimento,  sono  morte  di  forma  lenta  nella 
nottata.  In  seguito,  anche  alzando  considerevolmente  le  dosi,  nes- 
suna cavia  è  più  morta,  nè  ha  presentato  fenomeni  allarmanti.  In- 
dizio, dunque,  di  una  progredente  assuefazione. 

Quanto  agli  effetti  sulla  temperatura,  nelle  prime  iniezioni  si  no- 
tava la  comparsa  di  alcuni  abbassamenti  continuati,  tanto  che  al 
mattino  successivo  la  temperatura  non  aveva  raggiunto  il  grado 
normale.  Più  tardi  questi  abbassamenti  si  facevano  più  rari  e  fugaci. 
Tuttavia,  trattandosi  di  iniezioni  succedentesi  con  dosi  crescenti  e 
con  sieri  di  diversi  buoi,  per  stabilire  un  paragone  era  necessaria  una 
prova  in  condizioni  più  uniformi. 

b)  Reiniezionb  di  prova  endoperitoneale. 

Ad  un  certo  periodo  di  vaccinazione,  ho  trattato  tutti  gli  ani- 
mali con  una  dose  costante  di  siero  di  bue,  cmc.  7.5  per  chilogramma, 
introdotti  nel  peritoneo.  Quanto  alla  distanza  dall'  ultima  vaccina- 
zione, ho  scelto  il  16°  e  il  28°  giorno  :  nella  prima  epoca  si  può  im- 
maginare non  solo  cessata  la  fase  negativa  successiva  all'  introdu- 
zione di  antigene,  ma  anche  vicina  al  suo  massimo  la  potenza  della 
reazione;  nella  seconda,  la  reazione  si  deve  credere  entrata  nel  pe- 
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riodo  di  decrescenza.  Si  dovrebbe  quindi,  col  semplice  cambiare  di 
epoca,  realizzare  reazioni  di  maggiore  e  di  minore  energia. 

Aggiungerò  per  l'esatto  apprezzamento  delle  oscillazioni  della  tem- 
peratura, che  con  una  tecnica  appropriata,  cioè  riscaldando  il  liquido 
a  3S°  e  facendo  l'iniezione  rapidamente  senza  fissare  la  cavia,  si  può 
acquistar  la  certezza  che  per  la  semplice  opera  della  iniezione  la  tem- 
peratura non  subisce  modificazioni  apprezzabili. 

Il  siero  di  bue  era  inattivato  e  quindi  privato  della  massima  parte 
della  sua  tossicità.  Tuttavia  ho  potuto  confermare  che,  nonostante 
ciò,  alla  prima  iniezione  di  animali  sani  segue  un  lieve  (0^,5)  e  tem- 
poraneo abbassamento  della  temperatura,  il  quale  venendo  riportato 
pure  a  reazione  anafilattica  per  anticorpi  normali  (Friedberger),  serba 
pel  nostro  caso  parimente  valore  dimostrativo  (1). 


Numero 
d'  esperimento 

Numero 
di  vaccinazione 

Temperature  nelle  3-5  ore  successive 

1 

Prove  al  16°  giorno  di  vaccinazione-. 

8  

II 

39.0,  38.4.  38.6,  38.7,  38.8. 

5  

III 

38.9,  39.1,  39.6,  39.2. 

III 

39.7,  39.4,  39.8,  39.0. 

16  

ni 

39.1,  38.5,  38.4,  38.8,  38.8. 

3  

IV 

38.9,  39.0,  39.2,  39.8. 

12  

V 

39.2,  38.8,  38.7,  38.8,  38.9. 

2  

V 

39.1,  38.5,  38.6,  38.8,  .39.4. 

Prove  al  28°  giorno  di  vaccinazione. 

14  

II 

39.1,  38.4,  37.9,  38.4,  38.6. 

15  

II 

39.1,  38.5,  38.5,  38.3,  38.2. 

9     .  .  .  .  . 

III 

39.3,  38.4,  38.6,  38.7,  38.8. 

7   

IV 

39.1,  38.2,  38.0,  38.],  38,5. 

10  

IV 

39.2,  38.5,  38.4,  38.3,  38.6. 

4   

V 

39.1,  38.6,  38.3,  38.5,  38.3. 

11  

V 

39.2,  38.4,  38.6,  38.7,  39.0. 

(1)  Realmente  le  temperature  che  seguono  devono  essere  tutte  innalzate 
di  0°,i,  perchè,  ad  esperienze  finite,  si  è  trovato  che  il  termometro  clinico 
adoperato  segnava  quella  differenza  di  fronte  ^d  un  termometro  campione. 
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Da  questo  quadro  appare  come  nelle  reiniezioni  non  si  riesca  ad 
eliminare  completamente  le  oscillazioni  nella  temperatura,  qualunque 
sia  il  numero  delle  vaccinaiiioni  praticate. 

Nella  reiniezione  al  28°  giorno  un  abbassamento,  piuttosto  fugace 
e  limitato  (0°.9-]°,2),  della  temperatura  è  stato  costante,  e  sembra  un 
poco  più  accentuato  nei  soggetti  con  minor  durata  del  trattamento. 

Nella  reiniezione  al  16"  giorno,  le  oscillazioni,  sebbene  pure  co- 
stanti, accennano  ad  essere  meno  pronunziate  e  talora  hanno  assunto 
il  carattere  di  ipertermia.  Questa  maggior  resistenza  può  essere  la 
conferma  della  maggior  concentrazione  dell'anticorpo  presente;  ma 
per  avere  pieno  significato  occorre  un  esatto  tracciato  di  questo  de- 
corso e  il  tener  conto  delle  considerevoli  oscillazioni  individuali. 

Sostanzialmente,  per  queste  reiniezioni  estracircolatorie  di  antigene 
durante  il  trattamento,  la  conclusione  è  che  l'organiamo,  a  misura  che 
vengono  ripetute,  tende  ad  eliminarne  gli  effetti  deleterei;  ma,  anche 
dopo  continuato  trattamento,  non  lo  fa  in  modo  così  completo  come 
conosciamo  per  antigeni  d'altra  natura. 

c)  Reiniezione  di  prova  in  circolo. 

È  la  prova  più  decisiva  a  cui  si  possa  sottoporre  la  resistenza  del- 
l'animale. Ho  scelto  il  periodo  più  opportuno  della  sensibilità,  attorno 
al  20°  giorno;  a  ciascuna  cavia  ipervaccinata  ho  iniettato,  per  le  vene  o 
più  spesso  pel  cuore,  la  dose  di  0.25-0. 5  per  chilogramma  di  siero  di  bue. 

Ad  eguale  iniezione  sono  state  sottoposte  per  controllo  cavie  di 
prima  sensibilizzazione;  in  queste  prove  e  in  altre  per  differenti  ri- 
cerche, non  ho  veduto  con  tal  dose  di  antigene  mai  sopravvivere 
alcuna  cavia.  Dalla  letteratura,  del  resto,  sappiamo  pel  siero  di  bue 
che  nella  reiniezione  è  ancora  mortale  la  dose  di  cmc.  0.02-0.01 
(Doerr  e  Russ). 


Numero 
di 

esperimento 

Numero 
delle 
vaccinazioni 

Giorno 
dall'ultima 
vaccinazione 

Siero  bue 
per  Kgr. 

Effetti 

16    .  .  . 

IV 

1?° 

0.25 

Nulla. 

7  .  .  .  . 

V 

25° 

0.50 

Nulla.  Temp.  39.0,  39.0,  39.3. 

10    .  .  . 

V 

26" 

0.50 

Orripilaz.  Temp.  38.8,  .37.8,  39.7. 

2  .  .  .  . 

VI 

22" 

0.40 

Nulla.  Temp.  38.3,  37.8,  38,8,  38.8. 

11    .  .  . 

VI 

22° 

0.45 

Morte  rapida. 
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È  chiaro  che  a  reiniezioai  fulminanti  per  soggetti  di  prima  sensi- 
bilizzazione, gli  animali  ipervaccinati  si  mostrano  nella  gran  maggio- 
ranza resistenti  non  solo  allo  shock  mortale,  ma  anche  contro  gli  ef- 
fetti minori  della  intossicazione,  quello  della  temperatura,  tanto  da 
raggiungere  in  alcuni  casi  la  perfetta  indifferenza. 

Non  pare  influiscano  decisivamente  nè  il  numero  delle  vaccina- 
zioni, nè  la  distanza  dall'ultimo  trattamento;  forse  più  le  diversità 
individuali. 

Possiamo  dunque,  dopo  queste  prove  decisive,  tanto  meglio  con- 
cludere che  anche  nella  reazione  anafilattica  la  tendenza  dell'orga- 
nismo è  verso  la  forma  di  neutralizzazione  difensiva,  ed  entrare  nel- 
r  opinione  che  forse  1' anafilassi  non  è  che  una  tappa  di  imperfetto 
conato  verso  la  profilassi. 

Immunità  passiva. 

La  prova  delle  proprietà  del  siero  negli  animali  mostratisi  dotati  di 
resistenza,  doveva  risolvere,  innanzitutto,  una  questione  dottrinale  sulle 
ragioni  della  resistenza  stessa,  che  possono  risiedere  in  altri  poteri  che 
non  sieno  nel  siero,  e  nelle  presenti  condizioni  si  può  anche  pensare 
che  il  ripetuto  trattamento  abbia  stabilito  uno  stato  continuativo  di 
antianafilassi. 

In  secondo  luogo,  con  un  siero  fornito  di  corrispondente  elevata 
attività,  doveva  affrontarsi  il  quesito  se  realmente  era  possibile  per 
questa  via  conferire  una  difesa  contro  le  oscillazioni  termiche. 

Le  13  cavie  ipervaccinate,  residuo  dei  precedenti  esperimenti,  ve- 
nivano a  gruppi  di  due  o  tre,  per  controbilanciare  le  oscillazioni  in- 
dividuali, dissanguate  con  incisione  al  collo,  e  il  siero,  al  grado  di 
maggiore  freschezza,  impiegato  pei  due  ordini  di  prove,  in  vivo  e 
in  vitro. 

a)  Prove  «  in  vivo  ». 

Il  siero  è  iniettato  a  cavie  normali  e  a  cavie  di  prima  sensibiliz- 
zazione. Nelle  normali  si  stabilisce  il  grado  con  cui  è  trasportata  la 
anafilassi  passiva;  sulle  cavie  di  prima  sensibilizzazione  se  il  siero 
esalta  o  attenua  gli  effetti  della  reiniezione. 

Ogni  cavia  riceve  nel  cavo  peritoneale  cmc.  10  per  chilogramma 
di  siero  di  cavia  iper vaccinata.  Si  prova  anche  il  siero  tratto  da  cavie 
di  prima  sensibilizzazione  per  stabilire  il  valore  della  durata  del  trat- 
tamento. La  reiniezione  è  fatta  con  dosi  di  cmc.  0.5  per  chilogramma, 
di  siero  di  bue,  variando  la  distanza  da  alcune  ore  a  24. 


2sr) 


Num.  d'ordine 

Trattamento 
cavia 

Origine 
del 
siero 

Siero  bue 
dopo 
ore 

Effetti  e  temperatura 
nelle   3-4  ore  successive 

1  . 

1*  sensibiliz. 

ipervaccin. 

5 

Morte  rapida. 

2  . 

Id. 

Id. 

24 

Accesso  attenuato.  Temp.  38.9, 
38.0,  38.4,  3). 3. 

3  . 

Id. 

Id. 

» 

Nulla.  Temp.  38.8,  38.4,  39.1,  39.5. 

4  . 

Normale 

Id. 

» 

Nulla.  Temp.  39.0.  55.5,38.9.  39.1. 

6  . 

Id. 

Id. 

» 

Nulla.  Temp.  39.0,  38.9,  39.3.  40.2. 

6  . 

1"  sensibiliz. 

1^  sensibiliz. 

Morte  rapida. 

7  . 

Normale 

Id. 

» 

Nulla.  Temp.  39.0,  38.5.  39.5,  39.6. 

8  . 

Id. 

ipervaccin. 

Temp.  39.0.  39.7,  40.0,  39.7. 

Risulta  dalle  prove  2  e  3  il  fatto  ben  notevole  che  il  aiero  di  cavia 
ipervaccinata,  in  luogo  di  trasportare  la  sensibilizzazione  propria  del- 
l'anafilassi  passiva,  protegge  l'animale  di  prima  sensibilizzazione  da 
una  reiniezione  sicuramente  mortale.  La  protezione  ha  però  bisogno 
di  qualche  tempo  prima  di  esplicarsi  (non  bastano  5  ore,  prova  1) 
come  del  resto  sappiamo  per  l'anafilàssi  passiva  (1  o  2  giorni).  Al 
contrario,  il  siero  di  animale  di  prima  sensibilizzazione  (prova  6)  non 
arriva  a  dispiegare  quest'azione  protettiva. 

Nelle  prove  2  e  3  si  può  quindi  pensare  che  l'anticorpo  del  siero 
iniettato,  aggiunto  a  quello  posseduto  dall'animale,  abbia  costituito 
tale  eccesso  di  potere,  da  scomporre  rapidamente  la  proteina  antigene 
in  prodotti  innocenti;  non  però  in  grado  così  completo  che  qualche 
risentimento  della  temperatura  non  giunga  a  manifestarsi:  lieve  ab- 
bassamento seguito  da  un  principio  di  ipertermia. 

Le  prove  4  e  5  dicono  che  il  siero  di  animale  ipervaccinato  non 
trasporta  anafilassi  passiva  in  grado  che  vada  oltre  una  oscillazione 
di  temperatura;  il  che  però  non  si  presta  a  concludere  aver  esso 
raggiunto  l'eccesso  di  azione  protettiva,  risultando  pari  effetto  anche 
nel  siero  di  prima  sensibilizzazione  (prova  7). 

La  prova  8  dice  che  anche  il  siero  anafilattico  di  cavia  traspor- 
tato da  solo  in  cavia  sana,  sviluppa  modificazioni  di  temperatura. 
Ciò  pure  in  armonia  alla  forma  detta  dal  Friedberger  «  anafilassi 
primaria  da  siero  »,  spiegata  col  rimanere  a  lungo  in  circolo,  nell'ani- 
male trattato  una  parte  di  antigene,  la  quale,  mentre  può  coesistere 
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indifferente  accanto  all'anticorpo  nell'organismo  che  lo  ha  formato, 
diventa  capace  di  entrarvi  in  combinazione  col  trasportare  il  siero  in 
organismo  nuovo. 

Il  fatto  osservato  nelle  cavie  2  e  3  deve  suggerire  un  avverti- 
mento nell'interpretare  il  risultato  negativo  nei  saggi  di  anafilassi 
passiva  che  si  fanno  anche  in  clinica  :  che  cioè  la  mancanza  di  effetto 
di  un  siero  trasportato  non  indica  senz'altro  mancanza  di  prodotto 
attivo,  ma  può  essere  anzi  che  questo  prodotto  esista  in  tal  grado 
di  potere  da  funzionare  in  senso  opposto,  da  protettivo. 

ò)  Prove  di  combinazione  «  in  vitro  ». 

Il  siero  di  cavie  trattate  è  stato  mescolato  freschissimo  con  un 
decimo  di  siero  di  bue  e  tenuto  a  contatto  per  tempo  variabile.  La 
mescolanza  veniva  iniettata  in  circolo  alla  dose  di  cmc.  5  psr  chilo- 
gramma,  in  modo  che  contenesse  la  dose  di  siero  di  bue  riconosciuta 
di  sufficiente  attività  nella  reiniezione,  cmc.  0.5. 

Le  modificazioni  svolte  sono  state  esplorate  per  due  vie  :  1°  a  se- 
conda della  fugacità  con  cui  si  formava  e  scompariva  l'anafilotos- 
sina,  sapendosi  più  rapido  il  processo  in  presenza  di  siero  più  attivo; 
2°  a  seconda  della  rapidità  con  cui  era  decomposto  il  siero  di  bue 
della  mescolanza,  per  modo  che  esso  non  funzionasse  più  da  antigene 
attivo  nella  reiniezione  di  cavie  di  prima  sensibilizzazione. 


ardine 

Trattamento 

Origine 

Durata 

Effetti  e  temperatura 

'■a 

del 

a 

cavie  iniettate 

siero 

contatto 

entro  le  3-4  ore  successive 

9 

1  . 

1*  sensibiliz. 

sensibiliz. 

1  ora 

Nulla.  Temp.  38.4,  39  0,  39.6,  39.5. 

2  . 

Normale 

Id. 

Id. 

Nulla.  Temp.  38  6,  38.6,  39.3,  39.5. 

3  . 

1*  sensibiliz. 

ipervaccin. 

15  mm. 

Morte  rapida. 

4  . 

Id. 

Id. 

1  ora 

Id. 

5  . 

Id. 

Id. 

Id. 

Id. 

6  . 

Id. 

Id. 

24  ore 

Nulla.  Temp.  39.0,  38.9,  39.2,  38.9. 

7  . 

Normale 

Id. 

1  ora 

Nulla.  Temp.  38.8,  38  1,  38.9,  38.9. 

8  . 

Id. 

Id. 

Nulla.  Temp.  38.9,  38.8,  39.2,  39.6. 

Queste  prove  dicono  che  per  contatto  di  un'ora  il  siero  di  cavie 
ipervaccinate  non  vale  a  inattivare  l'antigene  fino  a  far  scomparire 
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la  dose  minima  letale,  mentre  vi  riesce  con  un  contatto  di  24  ore. 
Siccome  si  sa  che  l'anafilatossina,  come  comincia  a  formarsi  presto, 
del  pari  presto,  anche  dopo  tre  ore,  può  essere  distrutta  (Turrò  e 
Gonzales),  non  sembrerebbe  che  il  siero  ipervaccinato  rivelasse  grande 
potere  decomponente.  Parrebbe,  all'opposto,  pili  attivo  il  siero  di 
prima  vaccinazione,  che  nella  prova  1  raggiunge  l'efficacia  distrut- 
tiva anche  entro  un'ora. 

Non  sembra  che  la  maggiore  mortalità  nei  trattati  con  siero  di  iper- 
vacoinati  sia  dovuto  ad  abbondante  sviluppo  di  anafilatossina,  perchè 
nelle  prove  7  e  8  su  animali  sani  questa  produzione  non  si  rivela. 

Queste  parti  di  prove  fatte  in  vitro  non  permettono  una  conclu- 
sione di  speciale  significato,  e  paiono  anzi  in  alcune  parti  contrad- 
dittorie. Occorre  ripeterle  in  numero  e  condizioni  sufficienti;  ciò  che 
in  questa  prima  serie  non  ha  permesso  la  limitata  quantità  disponi- 
bile di  siero  immune. 

Sulla  sensibilirà  versa  la  pìrotossìua  batterica. 

Era  indicato  studiare  negli  animali  ipervaccinati  il  modo  di  com- 
portarsi anche  verso  la  pirotossina  batterica,  per  stabilire  il  para- 
gone fra  l'antipiresi  ottenuta  per  via  anafilattica  e  quella  ottenuta 
col  processo  Centanni-Bruschettini,  tanto  più  che  esistono  alcuni  dati 
che  ravvicinano  la  natura  dell'anafilotossina  con  la  pirotossina,  quali 
specialmente  la  natura  di  prodotto  della  disintegrazione  proteica  avan- 
zata e  il  carattere  di  genericità. 

La  pirotossina  è  preparata  da  culture  di  prodigioso  secondo  il 
metodo  Centanni-Kiliani  :  da  patina  di  culture  bollite  e  precipitate  con 
acetato  di  piombo  e  alcool.  Iniezione  nella  cavità  peritoneale. 


Numero 
di 

esperimento 

TrattamenJo 
precedente 

Temperatura  nelle  3  ore  successive 

2  .  .  .  . 

Ipervaccinatn 

38.6,  39.2,  39.7,  39.8. 

7  .  .  .  . 

Id. 

39.2,  38.5,  40.0,  40.1. 

10    .  .  . 

Antianafilattica 

38.7,  39.5,  39.7,  40.1. 

Controllo 

38.5,  .39.6,  39.0,  39.9. 

La  pirotossina  batterica  ha  egualmente  effetto  sopra  gli  animali  iper- 
vaccinati resistenti  all'anafilatossina.  Gli  animali  7  e  IO  erano  di  prò- 


288 


vata  resistenza  per  precedente  iniezione  di  siero  di  bue  in  circolo.  I 
numeri  2  e  7  sono  trattati  a  distanza  dell'ultima  iniezione;  il  n.  10  nel 
giorno  successivo,  ancora  sotto  l'influenza  dello  stato  di  antianafilassia. 

Questo  risultato  potrebbe  deporre  per  una  differenza  sostanziale 
fra  pirotossina  anafilattica  e  batterica;  ma  è  più  facile  trovare  la 
spiegazione  nell'ordine  di  idee  sopra  esposte,  e  cioè  che  gli  animali 
ipervaccinati  sono  resistenti  all'anafilatossina,  non  perchè  sieno  capaci 
di  esercitare  una  speciale  azione  distruttiva  sul  veleno,  ma  perchè  la 
combinazione  immunitaria  tende  a  renderne  istantanea  la  comparsa. 
Se  però  prepariamo  questo  veleno  fuori  di  ogni  influenza  immuni- 
taria, e  lo  introduciamo  in  copia  sufficiente,  esso  deve  dispiegare 
intero  sull'organismo  il  suo  effetto. 

Questo  ci  aiuta  a  stabilire  un  paragone  fra  l'antipiresi  causale 
biologica  tipo  Centanni  e  quella  tipo  Friedberger.  In  questa,  a  quanto 
finora  è  dato  di  affermare,  il  principio  protettivo  non  rivolge  diret- 
tamente la  sua  azione  sul  veleno,  ma  solo  dà  l'impulso  iniziale  alla 
decomposizione  della  molecola  proteica.  E  poiché  opera  su  questa  in 
modo  specifico,  secondo  le  leggi  delle  combinazioni  immunitarie,  benché 
il  Friedberger  stesso,  seguendo  il  principio  Centanni,  ammetta  che  la 
piirotossina  anafilattica  sia  comune  alle  più  diverse  origini,  pure  di- 
venta necessario  un  anticorpo  per  ciascuna  sorgente  delia  febbre,  e 
quindi  il  potere  di  tal  genere  di  antipiresi  resta  in  limiti  circoscritti. 

Per  l'antipiresi  tipo  Centanni,  il  riuscire  attiva  contro  le  pirotossine 
batteriche  della  più  diversa  origine,  fa  ritenere  che  dal  principio  te- 
rapeutico sia  preso  di  mira  non  la  molecola  specifica  originaria,  ma 
direttamente  il  veleno  febbrile,  quando  si  è  formato  come  prodotto 
di  scomposizione  che  ha  raggiunto  la  semplificazione  generica.  Agenti 
che  attaccano  la  molecola  proteica  solo  ad  un  determinato  gradino 
della  disintegrazione,  sono  noti  nella  scienza,  erepsina  di  Cohnheim 
e  peptasi  di  Abderhalden,  inattive  sulle  proteine  native  e  disinte- 
grative specifiche  dei  peptoni  e  dei  polipeptidi.  E  localizzandosi  ap- 
punto intorno  a  questi  livelli,  tanto  la  pirotossina  anafilattica,  come 
la  batterica,  l'analogia  diventa  singolarmente  più  stretta. 

Conclusione. 

Trattando  a  lungo  cavie  con  siero  eterogeneo,  l'organismo  tende 
a  mitigare  i  fenomeni  dello  shock,  tanto  che  di  fronte  a  una  reinie- 
zione mortale  per  gli  animali  di  prima  sensibilizzazione,  la  maggior 
parte  arriva  non  solo  a  sfuggire  alla  morte,  ma  a  sopportare  anche 
tale  iniezione  con  perfetta  indifferenza. 
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Il  siero  di  queste  cavie  ipervaccinate  trasportato  in  cavie  sensi- 
bilizzate vale  a  proteggerle  dalla  reiniezione  mortale. 

Gli  effetti  sulla  temperatura  negli  animali  preparati  con  immu- 
munità  attiva  e  passiva,  divengono  gradatamente  meno  sensibili  ;  ma 
solo  in  pochissimi  casi,  anche  dopo  lungo  trattamento,  si  riesce  a 
vederli  aboliti  del  tutto. 

La  resistenza  contro  la  febbre  anafilattica  non  si  estende  contro 
quella  promossa  con  pirotossina  batterica. 

L'antipiresi  del  tipo  Friedberger  si  rivela  sostanzialmente  diversa 
da  quella  del  tipo  Centanni  e  non  serabia  possa,  per  la  limitazione 
e  l'incostanza  d'effetto,  costituire  il  processo  regolare  sul  corso  natu- 
rale dell'infezione. 
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Die  Chinintherapie  der  Malaria,  unter  deren  Fòrderern  mit  in 
erster  Linie  Celli  steht,  hat  so  vortreffliche  Resultate  aufzuweisen, 
dass  das  Bediirfnis  nach  anderen  Medikamenten  nicht  eben  sehr 
gross  ist;  immerhin  haben  wir  mit  dem  Chinin  noch  keine  als  ideal 
zu  bezeichnenden  therapeutische  Erfolge  erreicht;  eine  therapia  ste- 
rilisans  magna  in  Sinne  Ehrlichs  làsst  sich  zur  Zeit  mit  dem  Chinin 
noch  nicht  erzielen. 

Aber  auch  abgesehen  von  diesem  Zuriickbleiben  des  Chinins 
gegeniiber  dem  therapeutischen  Ideal  hat  es  Màngel  aufzuweisen, 
welche  unter  bestimmten  Umstànden  den  Wunsch  nach  Ersatzmit- 
teln  sehr  lebhaft  machen  ;  in  erster  Linie  iat  hier  zu  nennen  die 
Gefahr  der  Auslòsung  eines  Schwarzwasserfiebers  durch  Chinin  und 
ferner  ungewòhnliche  Resistenz  der  Malaria parasiten  gegen  Chinin, 
wie  si  e  uns  neuerdings  aus  verschiedenen  Gegen  den  der  Welt  bekannt 
geworden  ist.  Diese  praktischen  Notwendigkeiten  fiir  die  Priifung 
anderer,  in  Sonderheit  der  Arsenpràparate  bei  Malaria  fiihrten  uns 
im  Verein  mit  dem  grossen  theoretischen  Interesse  dieser  Unter- 
suchungen  im  Mai  1910  zu  dem  Entschlusse,  die  Wirkung  des  Sal- 
varsans  bei  Malaria  einer  Priifung  zu  unterziehen. 

Arsenpràparate  erfreuen  sich  seit  langer  Zeit  ausgiebiger  Anwen- 
dung  bei  Malaria,  allerdings  wurden  sie  mehr  in  der  Absicht,  die 
Blutbeschaffenheit  und  den  Kràftezustand  zu  verbessern,  gegeben, 
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als  zum  Zwecke  spezifischer  Beeinflussung  der  Malariaparasiten.  Fiir 
diese  letztere  Wirkung  waren  die  bei  diesen  Pràparaten  moglichen 
Arsendosen  zu  gering.  Erst  als  Pràparate  mit  neuen,  betràchtlich 
gròsseren  Arsendosen  (Atoxyl,  Arsenophenylglycin,  Salvarsan)  bekannt 
und  in  ihrer  Wirkung  auf  andere  Protozoen  (Trypanosomen  und 
Spirochàten)  gepriift  wurden,  war  die  Mòglichkeit  gegeben,  auch 
Malariaparasiten  mit  Arsenpràparaten  spezifisch  zu  beeinflussen. 

Iin  unserer  Kranchenabteilung  (Seemanskrankenhaus  zu  Ham- 
burg) wurden  bisher  52  Malariafàlle  mit  Salvarsan  behandelt.  Von 
diesen  entfielen  33  auf  Tertiana,  16  auf  Tropica  und  3  auf  Quartana. 

Die  Technik  der  Injektìonen  war  im  wesentlichen  die  intrave- 
ncse,  nachdem  anfànglich  auch  subkutane  und  intramuskulàre  Injek 
tionen  gemacht  worden  waren,  die  jedoch  wegen  der  Gefahr  der 
Nekrosenbildung  bald  wieder  verlassen  wurden.  Die  Dosis  der  intra- 
venòsen  Injektionen  iiberstieg  (einmalig  prò  die  gegeben)  im  allge- 
meinen  nicht  0.5  g.,  jedoch  erwiesen  sich  bald  Wiederholungen  nach 
8-10  tàgigen  Intervallen  als  niitzlich.  Gleich  zu  Beginn  der  Unter- 
suchungen  stellte  sich  ein  aufifàlliger  Unterschied  in  der  Wirkung 
des  Salvarsans  auf  Tertiana  einer-  und  auf  Quartana  und  Tropica 
andererseits  heraus.  Wahrend  nàmlich  bei  Tertiana  eine  sehr  ausge- 
sprochene  und  durchaus  spezifische  Wirkung  zu  beobachten  war, 
blieb  diese  bei  Tropica  und  Quartana  fast  ganz  aus.  Diese  Beobachtung 
liefert  uns  meines  Erachtens  ein  neues  Argument  im  Sinne  der  Lehre 
von  der  Artverschiedenheit  der  Malariaparasiten,  da  sie  eine  neue 
und  wesentliche  biologische  Verschiedenheit  der  einzelnen  Arten 
erkennen  lasst,  sonach  also  die  noch  immer  nicht  ganz  aufgegebene 
Lehre  von  der  Unitàt  der  Malariaparasiten  welter  zu  erschiitterm 
geeignet  ist. 

Die  Wirkung  des  Salvarsans  bei  Tertiana  ist  von  ganz  charakte- 
ristischer  Spezifitàt.  Das  Fieber  verschwindet  in  proniptester  Weise. 
Gewòhnlich  wird  nach  einer  einmaligen  intravenòsen  Injektion  be- 
reits  der  nàchste  Anfall  kupiert.  Die  Parasiten  verschwinden  in  kiir- 
zester  Zeit  aus  dem  peripheren  Biute  und  zwar  bemerkenswerterweise 
die  Gameten  ebenso  scimeli  als  die  Schizonten.  Am  meisten  resistent 
haben  sich  nach  meinen  Untersuchungen  die  halberwachsenen,  un- 
gesclilechtlichen  Parasiten  erwiesen,  welche  lànger  im  peripheren  Biute 
nachweisbar  waren  als  selbst  die  Gameten.  Am  schnellsten  ver- 
schwanden  die  jungen,  ungeschlechtlichen  Parasiten  und  zwar  sowohl 
die  in  den  Teilungsformen  wie  die  eben  in  die  Erythrocyten  einge- 
drungenen  Plasmodi  en.  Morphologisch  liessen  sich  bei  der  Mehrzahl 
der  Tertianaparasiten  nach  der  Medikation  von  Salvarsan  Verande- 
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rangen  gegeniiber  dem  gewohnten  Bilde  der  Tertianaparasiten  nicht 
nachweisen,  doch  ficlen  bei  einem  Teile  der  Parasiten  Gestaltsabwei- 
chungen  auf.  Es  fanden  sich  Zerreissungsformen,  àhnlich  wie  sie 
Schaudinn  fiir  die  Chininwirkung  auf  Malariaparasiten  beschrieben 
hat,  und  ferner  war  bei  Anwendung  der  Giemsafàrbung  cine  Vermin- 
derung  der  Blaufàrbuiig  des  Protoplasmas  gegeniiber  normalen  Pa- 
rasitenbildern  auffàllig  (cf.  Abbildungen  Archiv  fiir  Schiffs-  und  Tro- 
penhtjgiene,  Bd.  16,  Beiheft  1,  1912,  S.  34). 

Die  durchschnittliche  Dauer  der  Zeit,  welche  verstrich  vom 
Augenblick  der  intravenòsen  Injektion  von  0.5  Salvarsan  bis  zu  dem 
Moment,  in  dem  Tertianaparasiten  im  peripheten  Biute  nicht  mehr 
nachweisbar  waren,  betrug  17  Studen.  Die  Zàhlungsergebnisse  der 
einzelnen  Parasitenarten  nach  iniravenósen  Salvarsaninjektìonen  wiesen 
eine  kontinuierliche  Verminderung  aller  Pasasitenarten  nach  vom 
Augenblick  der  Einspritzung  an.  Auf  die  Methodik  dieser  Zàhlungen 
der  Malariaparasiten  werde  ioli  unten  nàher  eingehen. 

Auchdie  Einwirkung  von  Salvarsan  auf  Tertianaparasiten  in  miro 
habe  ich  einer  Priifung  unterzogen.  Diese  Wirkung  erwies  sich  als 
sehr  gering.  Es  wurden  Tertianaparasiten  in  Salvarsanlòsung  verschie- 
dener  Konzentrationen  eingebracht  und  es  zeigte  sicli  nach  zweistiin- 
diger  Einwirkung  einer  Salvarsanlòsung  1  :  65  noch  kein  deutlicher 
Einfluss  auf  die  Beweglichkeit  der  Malariaparasiten.  Erst  nach  7  stiin- 
diger  Einwirkung  macht  sich  ein  Unterschied  zwischen  den  unter 
Einwirkung  starker  und  geringer  Konzentration  der  Salvarsanlòsung 
stehenden  Tertianaparasiten  bemerkbar,  insofern  bei  den  ersteren  die 
Beweglichkeit  erloschen  war  wàhrend  sie  bei  den  letzteren  noch 
anhielt.  Die  Protoplasmaverànderungen,  welche  beim  Absterben 
von  Tertianaparasiten  unter  dem  Einfluss  von  Salvarsanlòsungen  in 
vitro  beobachtet  wurden,  bestanden  in  der  Abrundung  der  Kontur 
der  Parasiten,  Verlust  der  Beweglichkeit,  besonders  des  Pigmentes, 
und  in  tropfìger  Entmischung  des  Protoplasmas,  d.  h.  dem  Auftreten 
von  kleinsten  Kòrnchen  und  Tròpfchen  im  Innern  des  Protoplasmas. 

Von  grosser  Bedeutung  fiir  die  Beurteilung  der  Salva rsantherapie 
der  Tertiana  ist  nun  die  Frage,  ob  es  bei  dieser  schnellen,  zerstò- 
renden  Wirkung  des  Salvarsans  auf  alle  Tertianaparasiten  —  Schi- 
zonten  und  Gameten  —  seine  Bewendung  hat,  d.  h.  ob  die  therapia 
sterilisans  magna  tatsachlich  erreicht  wurde  o der  ob  nach  dieser  The- 
rapie  Rezidivp  vorgekommen  sind. 

Ich  habe  im  ganzen  bei  meinen  33  mit  Salvarsan  behandelten  Tertia- 
naf alien  6  Rezidive  beobachtet.  Von  diesen  scheiden  5  aus,  weil  sie  mit 
den  anfiinglich  angewandten,  noch  nicht  geniigend  hohen  Dosen  behan- 
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delt  wurden,  dagegen  habe  ich  in  einem  Falle  nach  einer  zweimaligen 
intravenosen  Injektion  von  Salvarsan  —  die  beiden  Injectionen 
geirennt  durch  einen  Stagigen  Zwischenraum  —  ein  zweifelloses  Re- 
zidiv  eintreten  sehen.  Ioli  habe  mich  daher  in  letzter  Zeit  zu  drei- 
maligen  intravonòsen  Injektionen  von  0.5  Salvarsan  entschlossen 
und  habe  danach  nodi  kein  Eezidiv  beobachtet. 

Im  iibrigen  sind  mir  Riickfàlle  nicht  bekannt  geworden.  Das 
Werschwinden  der  Tertianaparasiten  nach  intravenosen  Salvarsan - 
injektionen  iiberlrifft  an  Schnelligkéit  noch  das  nach  Chinininjektio- 
nen,  wie  ich  mich  durch  KontroUuntersuchungen  mit  Chinin  iiber- 
zeugt  habe. 

Dieser  schnellen  Beeinflussung  des  Parasitenbefundes  geht  die  kli- 
nische  Besserung  des  Befindens  der  Kranken  parallel,  die  sich  in  sehr 
prompten  Zuriickgehen  der  Milzschwellung,  Hebung  des  Hàmoglo- 
bingehaltes  und  des  Korpergewichts  kundgibt. 

So  giinstig  diese  Resultate  bei  Tertiana  sind,  so  wenig  leistet 
bisher  noch  die  Salvarsantherapie  bei  Quartana  und  Tropica.  Bei 
beiden  Erkrankugen  kommt  es  zwar  zu  einer  Verminderung  der  Pa- 
rasitenzahl  nach  Salvarsaninjektionen,  jedoch  meist  nicht  zu  einem 
vòUisen  Verschwinden  der  Parasiten.  Sind  die  Parasiten  anfànglich 
verschwunden,  so  treten  sie  gewohnlich  nach  kurzer  Zeit  wieder  auf . 

Diese  Verschiedenheit  der  Wirkung  des  Salvarsan  auf  Tertiana 
einer-  und  auf  Tropica  andererseits  zeigte  sich  besonders  bei  der 
Behandlung  von  Mischinfektionen  Tertiana -Tropica.  Wàhrenddie  Ter- 
tianaparasiten prompt  verschwanden,  blieben  gewohnlich  die  Tropi- 
caparasiten  im  Biute  anwesend  und  hielt  mit  ihnen  auch  das  Fieber 
an.  Ich  habs  eine  ganze  Reihe  solcher  Falle  beobachtet,  bei  denen 
diese  unterscheidende  Wirkung  des  Salvarsans  mit  der  Sicherhoit 
eines  Experiments  in  die  Erscheinung  trat. 

Intcressant  war  auch  die  Wirkung  des  Salvarsans  in  Fàllen  von 
Chininresistenz  der  Malariaparasiten.  Nocht  und  Werner,  Neiva  und 
andere  haben  iiber  besondere  Widerstandsfàhigkeit  von  Malariapara- 
siten gegeniiber  dem  Chinin  berichtet.  Es  hat  sich  nun  herausge- 
stellt,  dass  das  Salvarsan  gegeniiber  chininresistenten  Tertianastàm- 
men  in  der  gleichen  Stàrke  wirksam  war  wie  gegenuber  der  nicht 
chininresistenten  Tertiana.  Man  hat  also  bei  chininresistenter  Tertiana 
in  dem  Salvarsan  ein  sehr  wertvolles  Ersatzmittel  des  Chinins  zu 
erblicken.  In  einem  von  mir  beobachteten  Falle  von  Chininresistenz 
bei  Tertiana  beobachtete  ich  prompte  Wirkung  von  Salvarsan,  sali 
jedoch  einige  Monate  spàter  ein  Rezidiv  eintreten.  Nunmehr  gab  ich 
wieder  Chinin,  das  diesmal  prompt  wirkte  und  zur  definitiven  Heilung 
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des  Patienten  fùhrte.  Also  anscheinend  eine  Zerstorung  der  Chinin- 
resistenz  durch  Salvarsanmedikation. 

Zwei  von  uns  beobachtete  Falle  lassen  erkennen,  dass  es  von  Be- 
deutung  ist,  ob  das  Salvarsan  wàhrend  des  ak\it  fìeberhaften  Stadiums 
gegebeii  wird  oder  in  der  Zeit  der  Latcnz  der  Tertiana  d.  h.  in  dem 
fieber-  und  parasitenfreien  Stadium  zwischen  Erstlingsfieber  und 
ersten  Rezidiv  bezw.  zwischen  zwei  Rezidiven.  In  letzterem  Falle  — 
alao  bei  Verabreichung  des  Salvarsans  ini  Latenzstadium  der  Ma- 
laria tertiana — sahen  wir  bald  nach  der  Injektion  ein  Tertianarezidiv 
sich  entwickeln,  sodass  die  Annahme  gerechtfertigt  ist,  dass  die 
Einwirkung  auf  die  Latenzformen  der  Malaria  tertiana  —  mògen  dies 
nun  Schizonten  oder  Gameten  oder  noch  unbekannte  Formen  in  in- 
neren  Organen  oder  im  peripheren  Biute  sein  —  geringer  ist  als  auf 
die  Parasiten  wàhrend  einea  akuten  Anfalles. 

Von  grosser  praktischer  Wichtigkeit  ist  auch  die  Untersuchung, 
ób  das  Salvarsan  Schwarzwasserfieber  auslòsen  kann.  Jch  habe  ineinem 
Falle  von  Disposition  zur  Chininhàmoglobinurie  Salvarsan  0.5  intra- 
venos  injiziert,  ohne  irgend  welche  Anzeichen  von  Hàmoglobinurie 
(auch  kein  Albumen  im  Harn  und  keine  Temperatursteigerung)  danach 
zu  beobachten. 

Theoretisches  Interesse  verdient  die  Beziehung  der  Salvaraanwir- 
Icung  zur  W assenti annschen  Reakiion.  Nach  den  Untersuchungen  von 
Boehm  (  1  )  ist  die  Wassermannsche  Reaktion  bei  Tertiana  hàufiger  po- 
siti v  als  bei  Tropica;  es  hat  also  den  Anschein,  als  bestehe  ein  Pa- 
rallelismus  Salvarsanwirkung  einer-  und  Wassermannscher  Reaktion 
andererseits,  dies  umsoniehr,  als  ja  auch  bei  anderen  Erkrankungen 
mit  positiver  Wassermannscher  Reaktion  wie  Syphilis,  Framboesie, 
Ulcus  tropicum,  Salvarsan  wirksam  ist.  Ausnahmen  von  dieser  Regel 
bestehen  ja  zweifellos,  immerhin  ist  aber  das  Zusammenbestehen 
dieser  beiden  biologischen  Reaktionen  so  hàufig,  dass  ein  Paralleli- 
smus  nicht  unwahrscheinlich  ist. 

Das  Studium  der  Parasitenzahlen  bei  Salvarsanwirkung  fiihrte 
mich  zur  AufBndung  und  Eprobung  einer  Zdhluncjsmethode  der  Ma- 
lariaparasiten,  iiber  die  mir  gestattet  sei  im  Folgenden  einige  Erfah- 
rungen  mitzuteilen. 

Die  direkte  Zàhlung  der  lebenden  Malariaparasiten  —  vielleicht 
vital  gefàrbt  —  in  der  Thoma-Zeiss'schen  Zàhlkammer  liefert  wohl 
Resultate  in  Bezug  auf  die  Zahl  der  pigmentierten  Tertianapara- 


(1)  BoEHM.  Malaria  nnd  Wassermannsche  ReaktioHi  Malaria,  1909,  Heft  3. 
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siten,  làsst  aber  beziiglich  der  Wahinehmung  nicht  pigmentfiihren- 
der  Tertiana-,  Quartana-  und  ungeschlechtlicher  Tropicaparasiten  im 
Stich.  Die  Zàhlung  im  «  dicken  Tropfen  »  pràparat,  dessen  Muste- 
rung  fiir  diagnostische  Zwecke  sich  in  letzter  Zeit  als  sehr  wertvoll 
herausgestellt  hat,  làsst  zwar  alle  Parasiten  ermitteln,  versagt  aber 
beziiglich  der  feineren  Feststellung  der  morphologischen  Details,  die 
z.B.  zur  Unterscheidung  der  ungeschlechtlichen  von  den  geschlecht- 
lichen  Parasiten  erforderlich  ist.  Ich  habe  fiir  meine  Zàhlungen 
als  beste  Methode  die  ermittelt,  welche  auf  die  Anzahl  der  Leako- 
cyten  rekuriert.  Die  durch  das  Schwanken  der  Leukocytenzahl  gege- 
bene  Fehlerquelle  umgeht  man  in  einfachster  Weise  damit,  dass 
man  gleichzeitig  mit  jeder  Zàhlung  die  Gesamtzahl  der  Leukocyten 
im  cbmm  feststellt  und  aus  dieser  absoluten  Zahl  der  im  cbmm  en- 
thaltenen  Leukocyten  die  Gesamtzahl  der  im  cbmm  Blut  enthaltenen 
Parasiten  in  der  Weise  errechnet,  dass  man  die  Anzahl  dar  auf  100 
Leukocyten  entfallenden  Malariaparasiten  in  Beziehung  setzt  zu  der 
Zahl,  welche  die  Menge  der  Leukocyten  im  cbmm.  Blut  angibt.  Wenn 
also  a  die  auf  100  Leukocyten  entfallende  Zahl  von  Malariapara- 
siten bezeichnet  und  h  die  Zahl  der  Leukocyten  im  cbmm  Blut  zur 
Zeit  der  Zàhlung  bedeutet,  so  ergibt  sich  bei  Benennung  der  zu  su- 
chenden  absoluten  Zahl  der  Malariaparasiten  im  cbmm  Blut  mit  x 
folgende  Gleichung: 

a  :  100  =  x:h,  also  x  =  . 

Auf  diese  Weise  wird  die  Unabhàngigkeit  von  den  Schwankungen 
der  Leukocytenzahl  sicher  erreicht. 

Noch  cine  zweite  Fehlerquelle  ist  bei  diesen  Zàhlungen  zu  ver- 
meiden,  nàmlich  die  ungleiche  Verteilung  der  Leukocyten  im  Objekt- 
tràgerausstrich.  Bekanntlich  fiaden  sich  ja  in  diesen  Aus«trichen  die 
Leukocyten  in  grossen  Mengen  am  Rande  des  Ausstrichs,  wàhrend 
die  Mitte  fast  frei  von  Leukocyten  gefunden  wird.  Diese  die  Richtig- 
keit  der  Zàhlungsergebnisse  stòrende  Anordnung  der  Leukocyten 
wird  am  einfachsten  in  der  Weise  ausgeschaltet,  dass  man  nicht 
Objakttràgerausstriche,  sondern  Deckglasabstriche  verwendet;  diese 
sind  nach  der  Vorschrift  Ehrlichs  so  herzustellen,  dass  man  das  Blut 
zwischen  zwei  Deckglàschen  sich  verbreiten  làsst  und  diese  dann  von 
einander  abzieht.  Bei  dieser  Art  der  Ausbreitung  des  Blutss  werden 
die  Leukocyten  in  vòllig  gleichmàssiger  Verteilung  in  dem  Ausstrich 
vorgefunden. 

Zur  einfachen  Feststellung  der  Gesamtzahl  der  Parasiten  ohne 
Riicksicht  auf  die  Differenzierung  der  einzelnen  Entwicklungs-  und 
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Geschlechtsunterschiede,  eignen  3ich  auch  dicke  Tropfen,  in  denen 
man  ebenso  wie  im  diinnen  Ausstrich  durcli  Beziehung  der  Parasi- 
tenzahl  auf  die  Leukocyten  und  gleichzeitige  Bestimmung  der  Leuko- 
cytenzahl  im  cbmm  die  absolute  Zahl  der  Malariaparasiten  im  cbmm 
Blut  ermitteln  kann.  Differentialzàhlungen  der  einzelnen  Entwick- 
lungsphasen  dagegen  und  zahlenmàssige  Feststellung  des  Geschle- 
chtes  der  aufgefundenen  Gameten  sind  in  der  oben  beschriebenen 
Weise  in  diinnen  Ausstrichen  zu  ermitteln.  Als  praktischer  Behelf 
fiir  die  Registrierung  der  einzelnen  Parasitenphasen  und  Geschle- 
ohtsdifferenzen  uiirfte  ein  Apparai  geeignet  sein,  der  àhnlich  wie  das 
von  Schilling-Torgau  fiir  Differentialzàhlungen  von  Leukocyten  be- 
stimmte  Leukocytometer  (1)  durch  KugeJn,  welche  in  ein  System 
von  senkrechten  Glasròliren  eingeworfen  werden,  jeden  festgestellten 
Parasiten  nach  Geschleeht  und  Entwicklungsphase  rubriziert.  Die 
Rubriken  fiir  ein  solches  «  Differentialparasitometer  »  wiirden  etwa 
folgendermassen  zu  benennen  sein  :  junger  Scliizont,  halberwacli- 
sener  Schizont,  Teilungsform,  junger  mànnlicher  Gamet,  erwachsener 
mànnlicher  Gamet,  junger  wetblicliar  Gamet,  erwachsener  weiblicher 
Gamet. 

Nach  allem,  was  oben  ausgefiihrt  wurde,  hat  der  Weg,  der  mit 
der  Anwendung  des  Salvarsans  bei  der  Malaria  betreten  wurde,  be- 
reits  zu  beachtenswerten  Ergebnissen  gefiihrt,  wenn  er  aucli  das 
Ideal  der  therapia  sterilisans  magna  nodi  nicht  erreicht  hat.  Bezii- 
glich  der  Tertiana  sind  wir  diesem  Ziel  zum  mindesten  sehr  nahe 
gekommen,  wàhrend  Quartana  und  Tropica  sich  zur  Zeit  nodi  nicht 
wesentlich  beeinflussbar  zeigen.  Jedenfalls  ist  es  die  Aufgabe  der  Ma- 
lariaforschung,  diesen  Weg  welter  zu  verfolgen  ;  idi  bin  iiberzeugt, 
dass  er  uns  auch  welter  fiihren  wird. 


(1)  V.  ScHiLLiNa-ToRGAU.  Bill  praktisch  und  sur  Demonstràtion  braiich 
harer  Differentiallenkocijtometer  mit  Aniethscher  Verschiebnug  des  Blntbildes. 
(Deutsche  med.  Wochenschr.,  1911,  Wr.  20). 
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Profilassi  o[ulare  nell'Infanzia  e  responsabilifà  dei  genifori  di  fronte  alla  legge 

GIULIO  VALENTI 

La  tutela  dell'  infanzia  ha  assunto  ai  giorni  nostri  un'importanza 
del  tutto  speciale,  cosi  da  interessare  le  menti  più  elette,  allo  scopo  di 
salvaguardare  queste  giovani  esistenze  da  cui  la  società  tutto  si  attende. 
I  rigidi  ordinamenti  scolastici  d'un  tempo  cedono  il  posto  mano  mano 
alle  nuove  vedute  della  pedagogia  moderna  e  gli  insegnanti  i  più 
antiquati  debbono  cedere  le  armi  di  fronte  a  innesta  nuova  organiz- 
zione  didattica  che  ha  il  sublimo  compito  di  istruire,  senza  offendere, 
la  giovine  pianta  che  sorge. 

Istituzioni  nuove,  sempre,  incessantemente  sorgono  a  tutela  di 
questi  esseri  che  hanno  diritto  a  tutto  il  nostro  appoggio,  a  tutta 
la  nostra  speciale  considerazione. 

In  una  parola  le  idee  moderniste  hanno  avuto  ragione  delle  vec- 
chie, delle  antiche  teorie  che  grado  a  grado  vengono  respinte  nel- 
l'ombra onde  creare  una  nuova  stirpe  valida,  forte,  sana,  degna  di 
nuovi  tempi. 

Se  però  l'anima  dei  pionieri  del  nuovo  progresso  è  grande,  se  le 
idee  nuove  di  questi  apostoli  della  scienza  sono  quanto  mai  com- 
mendabih,  non  ci  è  dato  dire  che  il  popolo  abbia  seguito  con  vero 
interesse  questo  movimento  ascensionale  del  progresso,  e  lo  abbia 
favorito  con  interesse  e  compiacimento.  L'educazione  del  popolo  è 
purtroppo  rimasta  bambina  nonostante  gli  sforzi  e  i  sacrifici  fatti 
fino  ad  ora. 

Se  le  menti  coordinatrici  di  questo  rinnovellamento,  sono  potenti 
e  salde  per  dettar  leggi  e  creare  ordinamenti  nuovi,  non  sono  ancora 
riuscite  però  ad  educare  l'anima  del  popolo  che,  invasa  ancora  da 
pregiudizi  e  da  preconcetti  di  ingrata  memoria,  difficilmente  piega  il 
capo  sotto  la  luce  nuova  del  progresso. 

I  moderni  educatori  possono  oggi  fino  ad  un  certo  limite  con- 
durre a  termine  l'opera  loro  benefica;  auguriamoci  che  non  sia  lon- 
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tano  questo  auspicato  domani  in  cui  gli  ostacoli  vengano  allontanati 
per  sempre. 

Uno  degli  ostacoli  infatti  che  si  riscontra  oggi  nel  popolo,  sebbene 
in  misura  meno  lieve  di  quanto  avveniva  un  tempo,  è  quello  della 
contrarietà  funesta  a  tutti  quei  principii  di  igiene  e  profilassi,  così 
necessari  per  il  sano  sviluppo  dell'umano  organismo. 

Questa  lotta  continua  che  fa  il  popolo  sotto  la  bandiera  dell'igno- 
ranza è  quanto  mai  dannosa  e,  se  provvide  leggi  non  impedissero 
con  la  forza  e  con  la  violenza  l'infrazione  ad  esse,  chi  sa  quante 
maggiori  vittime  dovremmo  segnalare! 

La  tutela  della  salute  dell'infanzia  viene  imposta  dalle  leggi  ma 
non  viene  concepita  come  necessaria  ed  indispensabile  nelle  famiglie 
del  popolo.  Nulla  vien  fatto  da  esse  per  contribuire  alla  soluzione 
di  questo  vitale  problema  sociale,  non  solo,  ma  vi  hanno  dei  casi 
in  cui  si  manifesta  fiera  e  tenace  la  più  aspra,  la  più  violenta  op- 
posizione. 

Quante  volte  nella  pratica  ospitaliera  dobbiamo  lottare  per  sot- 
toporre ad  un  atto  chirurgico  un  bambino  la  cui  malattia  reclama 
un  pronto  intervento  ?  Quante  volte  i  nostri  sforzi  non  sono  coro- 
nati dal  successo!  Il  pregiudizio,  le  insinuazioni  di  persone  ignoranti, 
hanno  molte  volte  il  sopravvento  e  quel  povero  essere  che  potrebbe 
essere  salvato,  viene  inesorabilmente  condannato  dalla  inqualificabile 
condotta  dei  propri  parenti. 

Questi  inconvenienti  si  ripetono  per  tutte  le  branche  della  medi- 
cina e  della  chirurgia  e  il  volerne  trattare  formerebbe  l'argomento 
di  una  tesi  di  deontologia  medica;  però  è  mia  intenzione  restringere 
il  campo  solo  per  quel  che  si  riferisce  alle  affezioni  oculari  dei 
bambini  e  ai  danni  che  ne  derivano  per  la  loro  cura  mancata. 

Orbene,  io  ora  mi  domando,  questa  opposizione  che  offrono  i  ge- 
nitori alla  cura  di  un  loro  bambino  malato  soltanto  perchè  guidati 
dalla  ignoranza,  della  superstizione,  è  un  argomento  che  deve  inte- 
ressare il  medico  moderno  o  non  deve  anche  preoccupare  seriamente 
il  moderno  legislatore  ? 

Se  ritorniamo,  per  poco,  ai  tempi  passati,  troviamo  che  al  padre 
era  concesso  il  jus  vitae  et  naecis  ancora  in  vigore  durante  l'impero 
romano.  Tale  podestà  scomparve  nel  diritto  romano,  ma  rimase  sem- 
pre l'indole  dispotica  di  tale  potenza  che  si  perpetuò  in  tutti  quei 
paesi  in  cui  le  leggi  romane  dominarono,  ovvero  il  diritto  consuetu- 
dinario si  venne  informando. 

Secondo  alcuni  scrittori  francesi  gli  statuti  delle  grandi  città  si 
allontanarono  dal  diritto  romano  ma  nella  maggior  parte  delle  leggi 
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moderne  vediamo  accolto  il  principio  generatore  della  patria  podestà 
quale  concepivasi  nel  diritto  romano. 

Il  Codice  napoletano,  il  Codice  prussiano,  l'austriaco,  il  Codice 
del  Canton  Ticino,  il  Codice  italiano,  seppur  nella  forma  differiscono, 
nella  sostanza  si  eguagliano,  e  il  diritto  del  figlio  è  ammesso,  come 
dice  il  Laurent,  in  teoria  ed  è  infatti  alla  mercè  dell'ignoranza  e 
dell'accecamento  dei  genitori. 

Questa  patria  podestà,  questo  diritto  che  ha  il  padre  verso  il  pro- 
dotto del  concepimento  ha  il  suo  lato  bello,  il  suo  lato  nobile,  non  è 
così  però  quando  è  esercitato  con  danno  del  figlio,  non  per  malvagità 
ma  semplicemente  per  ignoranza  o  prepotenza  del  capo  di  famiglia. 

Il  mio  quesito  si  riduce  dunque  a  questo: 

Ha  il  padre  o  la  madre  il  dovere  di  salvaguardare  la  salute  degli 
esseri  che  la  natura  ha  loro  affidati  e  di  far  tutto  quanto  è  possibile 
per  salvarli  da  una  infermità  oculare  grave  che  o  può  mettere  a  serio 
repentaglio  la  vista  in  ambedue  gli  occhi  o  può  seriamente  compro- 
mettere quella  dell'unico  rimasto  sano  o,  quel  che  è  peggio,  minac- 
ciare anche  la  vita  del  proprio  figlio  ?  Ed  a  questo  proposito,  quante 
e  quali  responsabilità  incombono  a  coloro  che  impediscono  o  ritar- 
dano in  un  modo  qualsiasi  un  pronto  intervento,  sottraendo  questi  esseri 
alle  cure  che  sarebbero  state  al  contrario  la  loro  salvezza? 

Come  è  ovvio  argomentare,  non  tutti  dovrebbero  essere  ugual- 
mente responsabili,  non  potendosi  certamente  mettere  allo  stesso  li- 
vello chi  per  mancanza  di  mezzi  o  di  opportunità  non  è  in  grado 
di  rendersi  conto  della  gravità  di  una  malattia  oculare  di  un  con- 
giunto e  chi,  pure  essendo  stato  da  chi  di  dovere  edotto  della  infer- 
mità stessa,  ripetute  volte,  non  abbia  seguito  il  consiglio  del  pratico. 

Una  delle  malattie  oculari  abbastanza  frequenti  purtroppo,  nei 
bambini  è  la  ottalmia  simpatica  che  si  sviluppa  in  seguito  a  lesioni 
violenti  di  un  occhio,  per  penetrazione  di  capsule  di  esplodenti,  di 
punte  d'acciaio,  di  corpi  estranei  metallici  e  per  le  quali  infermità 
si  impone  la  enucleazione  dell'occhio  malato  onde  salvare  l'altro 
unico  rimasto.  E  come  la  ottalmia  simpatica,  per  parlare  di  una  delle 
pili  frequenti,  così  pure  la  presenza  di  tumori  della  retina,  della  co- 
roide, di  indole  maligna,  quali  il  sarcoma  e  il  glioma  richiedono  un 
pronto  intervento  operatorio  al  quale  non  sempre  i  parenti  si  sotto- 
mettono. 

Per  il  glioma  e  sarcoma  poi  il  più  o  meno  pronto  intervento  può 
esser  questione  di  vita  o  di  morte. 

Un'altra  affezione,  che  prima  dei  rigori  della  profilassi  dava  un 
contingente  di  ciechi  non  indifferente,  specie  nei  brefotrofi,  è  la  ot- 
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talmoblenorrea  i  cui  pericoli  dovrebbero  essere  oggi  del  tutto  scon- 
giurati, grazie  ai  mezzi  profilattici  e  curativi  di  cui  disponiamo.  Eb- 
bene, ancora  adesso  ci  incontriamo  parecchie  volte  in  casi  gravi,  anzi 
gravissimi,  con  complicazioni  corneali  le  più  serie  che  potrebbero  es- 
sere state  facilmente  scongiurate,  se  il  bambino  fosso  stato  a  tempo 
opportuno  condotto  dal  sanitario. 

Anche  in  questi  casi  il  consiglio  del  pratico  non  manca,  essendo 
oggi  anche  le  ostetriche  edotte  della  gravità  dell'affezione,  non  solo 
ma  essendo  anche  esse  per  forza  di  regolamenti  municipali,  obbligate 
a  combattere  strenuamente  questa  terribile  malattia  del  neonato  con 
i  mezzi  preventivi  che  sono  a  disposizione,  e  a  darne  denuncia;  pur 
tuttavia  la  percentuale  dei  ciechi  per  tale  malattia  è  ben  lungi  da 
raggiungere  ancora  quello  zero  che  dovrebbe  raggiungere  se  tutti 
fossero  ossequienti  alle  leggi  e  ligi  alle  prescrizioni  che  si  impartiscono 
per  loro  bene. 

Oltre  al  consiglio  delle  ostetriche,  tali  persone  hanno  anche  quello 
del  sanitario  locale  incaricato  della  cura  gratuita  dei  non  abbienti, 
il  quale  consiglia  la  cura  adatta  e  pronta  presso  un  ambulatorio 
della  specialità.  Purtuttavia  molte  volte  tali  consigli  non  vengono 
eseguiti  e  sono  preferiti  quelli  escogitati  dal  volgo  per  abitudini  con- 
suetudinarie. 

Nell'infanzia  le  malattie  esantematiche  per  sè  stesse  rappresentano 
un  contingente  non  lieve  di  ciechi  per  incuria  dei  genitori.  Ordina- 
riamente gli  esantemi  sono  accompagnati  da  partecipazioni  oculari 
sotto  forma  di  flogosi  che  per  lo  più  precedono  la  malattia,  e  che 
possono  iniziarsi  con  la  semplice  iperemia  congiuntivale  e  terminare 
con  le  vere  e  proprie  forme  catarrali  acute  ulcerative,  con  altera- 
zioni più  o  meno  serie  delle  membrane  superficiali  e  profonde  del- 
l'occhio. 

Il  volgo  ritiene  nella  maggior  parte  dei  casi  che  tali  malattie  non 
siano  neanche  degne  dell'assistenza  del  sanitario  e  per  lo  più  cura 
i  propri  bambini  a  modo  suo  o  nel  modo  il  più  empirico  e  soltanto 
ricorre  ad  esso  se  nuovi  fatti  mettono  in  serio  pericolo  la  vita  del 
piccolo  infermo.  Se  le  cose  vanno  bene  al  contrario  si  fa  a  meno 
dell'opera  anche  gratuita  del  medico  e  si  lanciano  questi  poveri  bam- 
bini per  parecchi  giorni  nell'oscurità  perchè  la  luce  dà  loro  noia.  Noi 
però  ben  sappiamo  a  che  attribuire  questa  insofferenza  della  luce. 
Lesioni  corneali  sono  sopraggiunte  a  quelle  congiuntivali  e  allorché 
ci  è  permesso  esaminare  gli  occhi  dei  bambini,  troviamo  purtroppo 
che  un'ulcera  corneale  si  è  formata  ed  un  leucoma  più  o  meno  cen- 
trale seguirà  l'esito  della  malattia. 
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Tutto  ciò  si  eviterebbe  sottoponendo  in  tempo  i  bambini  alle  vi« 
site  del  sanitario. 

Le  alterazioni  oculari  che  hanno  riscontro  con  la  mia  tesi  sono  in- 
numerevoli: è  superfluo  però  parlare  di  tutte  essendo  sufficiente  lo 
aver  trattato  di  poche  per  rendersi  conto  delle  altre  che  sono  simili 
per  i  loro  effetti,  per  le  loro  tristi  conseguenze,  se  non  vengono  in 
tempo  curate. 

Mi  sia  permesso  soltanto  aggiungere  poche  parole  per  quanto  ri- 
guarda i  difetti  di  refrazione. 

Sappiamo  purtroppo  quali  siano  i  danni  che  derivano  dalla  man- 
cata correzione  di  ametropie  nei  giovanetti  e  quali  danni  e  pericoli 
siano  ad  essi  riservati.  Orbene  nelle  classi  non  soltanto  meno  edu- 
cate della  società,  ma  anche  in  quelle  mediocremente  intelligenti  regna 
ancora  sovrano  il  pregiudizio  che  le  lenti  applicate  ai  giovani,  deter- 
minano un  danno  anziché  un  vantaggio.  Ci  troviamo  perciò  molte  e 
molte  volte  di  fronte  a  genitori  che  recisamente  si  rifiutano  o  pure 
apparentemente  sembrano  accettare  i  nostri  consigli  e  le  nostre  pre- 
scrizioni, senza  poi  tenerne  alcun  conto,  ritenendo  errato  il  nostro 
giudizio  e  guardandosi  bene  dal  seguirlo  per  non  creare  nei  loro  bam- 
bini l'abitudine  di  portare  gli  occhiali. 

Eppure  un'applicazione  di  lenti  fatta  in  tempo  e  bene  quanti 
disastri  eviterebbe,  quante  ambliopie  risparmierebbe,  specie  tra  gli 
operai  che  sono  costretti  molte  volte  a  cambiar  indirizzo  o  mestiere, 
con  detrimento  e  danno  loro  enorme,  perchè  il  potere  visivo  è  defi- 
ciente o  non  è  suscettibile  di  esser  corretto! 

Gli  ametropi  sono  molto  di  più  di  quanto  si  possa  immaginare. 
Facendo  rapide  ispezioni  nelle  scuole  ci  si  rende  conto  subito  di  que- 
sto inconveniente  così  serio  e  si  resta  meravigliati  come  in  tanto 
tempo  non  si  fosse  venuti  a  una  deliberazione  atta  a  mitigare  queste 
calamità,  che  tale  ha  diritto  di  esser  chiamata. 

Raggruppando  i  fatti  suaccennati,  brevemente  ed  equamente  pon- 
derandoli, scaturisce  l'idea  che  essi  rappresentano  questioni  molto 
gravi  che  hanno  il  diritto  di  essere  seriamente  discusse. 

Quando  un  danno  può  essere  evitato  è  colpa  se  non  lo  si  evita, 
e  tale  colpa  non  dovrebbe  essere  ritenuta  tale  soltanto  dal  lato  mo- 
rale, ma  dovrebbe  essere  annoverata  fra  le  responsabilità  vere  e  pro- 
prie suscettibili  ad  essere  di  pertinenza  del  Codice  penale. 

Come  si  punisce  colui  che  abbandona  un  infermo  mentre  avrebbe 
avuto  l'obbligo  di  assisterlo  o  in  qualità  di  medico  o  di  infermiere, 
come  si  ritiene  colpevole  la  nutrice  che  abbandona  il  bambino  affi- 
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datole,  ecc.,  ecc.,  così  anche  tale  abbandono  da  parte  dei  genitori 
dovrebbe  essere  contemplato  giuridicamente. 

Nei  Codici  stranieri  e  italiani,  per  quanto  abbia  fatto  ricerche, 
nulla  ho  trovato  che  potesse  essere  applicato  alla  responsabilità  ci- 
vile dei  genitori;  e  confesso  che  queste  infruttuose  ricerche  mi  hanno 
addolorato. 

Non  è  certo  mio  compito  dettare  al  legislatore  l'articolo  di  legge 
relativo,  ma  ritengo  che  sarebbe  troppo  giusto,  troppo  umano  che 
qualche  freno  potesse  esser  messo  a  questa  funesta  ignoranza  che 
minaccia  di  travolgere  tanti  poveri  esseri  che  la  società  anche  jìev 
salvare  se  stessa  ha  il  dovere  difendere  strenuamente. 


Stazione  Sanitaria  Portuhnse 


Osservazioni  epidemìoloffiche,  profilattiche  e 
curative  fatte  durante  la  campagna  anti- 
malarica 1911 

per  il  dott.  FALCIONI  DOMENICO. 

Il  suburbio  Portuense,  quello  fra  tutti  i  suburbi  di  Roma  che, 
come  ho  rilevato  da  una  statistica  sanitaria  del  Ballori,  ha  dato, 
per  più  anni,  il  maggior  contingente  di  malarici  negli  ospedali  e  di 
cui,  da  qualche  tempo,  sono  medico  condotto,  mi  si  è  offerto  quale 
ambiente  adatto,  per  continuare  lo  stadio  dei  vari  argomenti  riguar- 
danti l'infezione  malarica. 

Il  risultato  di  detto  mio  studio  desidero  esporlo  nella  relazione 
di  quest'anno. 

Mi  è  necessario  però,  prima  di  ogni  altra  cosa,  riferire  qualche 
notizia,  circa  le  attuali  condizioni  del  suburbio  Portuense,  rispetto 
alla  malaria. 

La  malaria  nel  suburbio  Portuense. 

L'eliminazione  di  molte  acque  stagnanti,  verificatasi  in  seguito 
all'istituzione  ed  al  funzionamento  di  vari  consorzi  idraulici,  nonché 
l'opera  benefica,  svolta  dai  medici  municipali,  colla  propaganda  an- 
timalarica, hanno  determinato  nel  suburbio  Portuense,  che,  pochi 
anni  fa,  durante  i  mesi  di  estate,  veniva  sfuggito,  come  venivano 
sfuggite  le  tenute  dell'agro  romano,  una  diminuzione  notevolissima 
della  gravità  della  malaria. 

Però,  sebbene  il  suburbio  Portuense,  non  si  possa  piiì  ritenere 
affetto  da  malaria  grave,  non  sono  poche  tuttavia  le  località  di  esso, 
ove  si  contraggono  ancora  le  febbri. 

Ciò  avviene,  perchè  quivi,  quasi  ovunque,  si  trova  la  zanzara 
anofele  e,  conseguentemente,  dove  v'è  anche  presenta  di  malarici, 
si  può  costituire,  se  non  esiste,  il  focolaio  malarico. 
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Vanno  rilevate  a  questo  proposito  le  cause,  che  influiscono  a  man- 
tenere nel  suburbio  Portuense  i  due  elementi  «  anofele  ed  uomo  ma- 
larico »  indispensabili  allo  svolgersi  dell'epidemia. 

Per  gli  anofeli,  le  cause  si  devono  attribuire  all'ambiente  pro- 
pizio, nella  vita  allo  stato  acquifero,  che  loro  offre. 

Detti  insetti,  che,  come  ben  si  conosce,  si  adattano  a  deporre  le 
uova  in  acque  assolutamente  temporanee  e  causali,  trovano  quivi, 
dove  è  diffusissima  la  coltura  ortiva,  degli  «  habitat  »  più  che 
favorevoli,  poiché,  con  una  coltura  simile,  pozzi,  poz/,aaghere,  vasche, 
conserve  di  acqua,  abbondano  sempre. 

Per  l'uomo  malarico,  le  causo  che  influiscono  a  mantenervelo,  risie- 
dono in  una  circostanza  che  ora  esporrò. 

Il  suburbio  Portuense  rimane,  fra  i  vari  suburbi,  il  più  prossimo 
alle  località  di  malaria  grave,  quali  sono,  quelle  situate  verso  il  mare, 
come  per  esempio,  Pontegalera,  Maccarese,  ecc. 

Avviene  perciò  spesso,  che  vari  proprietari  vi  appaltino  dei  lavori 
agricoli,  e  che,  durante  la  stagione  estiva,  un  buon  numero  di  lavora- 
tori, quivi  dimoranti,  vi  si  rechino  ad  effettuarli;  come  è  frequente, 
che  vi  si  l  echino  anche  delle  donne  alla  ricerca  delle  spighe  di  Sgrano 
lasciate  dai  mietitori. 

Si  comprende  quindi  facilmente  come  costoro,  col  lungo  soggiorno 
in  località  di  malaria  grave,  in  epoca  assai  propizia  per  contrarla,  e 
quasi  sempre,  sfuggenti  alle  misure  profilattiche  organizzate  nelle  te- 
nute, tornino  alle  loro  case  infetti,  e  come,  date  le  recidive  a  cui 
vanno  in  seguito  soggetti,  forniscano  alle  zanzare,  non  in  numero 
eccessivo,  ma  sempre  esistenti  nel  suburbio,  materiale  d'inquina- 
mento adatto  ad  alimentare  vari  focolai  d'infezione,  focolai  che, 
senza  una  simile  circostanza,  colla  lotta  antimalarica  che  vi  si  svolge, 
sarebbero  destinati  a  spegnersi. 

Sono  queste  le  ragioni  per  cui  nel  suburbio  Portuense,  pur  risa- 
nato perfettamente  da  opere  idrauliche,  coltivato  intensivamente,  anzi 
in  modo  che  neppure  un  palmo  di  terreno  esiste  incolto,  domina  ancora 
e  minaccia  di  perpetuarvisi  la  malaria. 

Svolgimento  della  lotta. 

L'iniziai  alla  metà  di  giugno  e  l'ho  proseguita,  ora  con  maggiore, 
ora  con  minore  assiduità,  a  seconda  che  le  cure  richieste  dall'assistenza 
sanitaria  me  lo  hanno  permesso. 

Convinto,  che  la  diffusione  di  notizie,  chiare,  esatte,  e  precise  sulla 
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malaria,  fra  i  campagnuoli,  data  la  possibilità  di  combattere  valida- 
mente ed  in  vari  modi  questa  malattia,  costituisca  un  elemento  di 
successo,  non  davvero  trascurabile,  nella  lotta  contro  di  essa,  come 
nell'anno  decorso,  tenni  una  conferenza  eminentemente  pratica,  portai 
perfino  l'uditorio  alla  ricerca  degli  anofeli  nelle  case,  dal  titolo  <<  come 
si  contrae  e  come  si  combatte  la  malaria  ». 

Potei  in  tal  modo  richiamare  l'attenzione  degli  intervenuti  sul 
deplorevole  fatto  che,  mentre  questa  malattia  sarebbe  tanto  facil- 
mente evitabile,  sono  ancora  invece  troppi,  coloro  che  pagano  il  tri- 
buto alla  malaria,  e  potei  mettere  in  evidenza,  fra  i  vari  mezzi 
adatti  a  combatterla,  quello  che,  sebbene  sia  alla  portata  di  tutti, 
tuttavia  riesce  il  più  proficuo,  quello  che  ci  permette,  di  rimanere 
sani  nelle  zone  le  più  pestilenziali,  poiché  ci  rende  refrattari  all'infe- 
zione: la  profilassi  chininica. 

Il  chinino,  ho  procurato  che  a  nessuno  facesse  mai  difetto,  però, 
una  distribuzione  regolare,  assidua.,  giornaliera  anzi,  non  ho  potuto 
organizzarla  che  nelle  zone  di  campagna,  nelle  tenute,  dove,  vivendo 
raggruppate  un  buon  numero  di  persone,  ho  stimato  cosa  proficua, 
affidare  a  qualcuna  di  esse  l'incarico  della  profilassi. 

Questi  distributori  del  chinino,  creati  dietro  il  suggerimento  del 
Celli,  il  di  cui  incomparabile  merito,  per  avere  dato  grande,  serio 
e  pratico  impulso  alla  lotta  contro  la  malaria,  è  pari  all'attività 
meravigliosa,  che  ha  sempre  esplicato,  per  renderla  efficace  e  com- 
pleta, rispondono  assai  bene  al  buon  andamento  della  profilassi  chi- 
ninica. 

Sono  essi  individui  i  quali,  poiché  si  scelgono  fra  coloro  che  hanno 
maggior  ascendente  sulle  masse,  poiché  vengono  istruiti  esauriente- 
mente sulle  più  elementari  nozioni  di  profilassi  e  cura  della  malaria,  e 
poiché  vengono  a  trovarsi  continuamente  a  contatto  dei  lavoratori, 
possono  compiere  un'opera  di  propaganda  e  di  azione  di  una  utilità 
grandissima. 

Disgraziatamente  però  il  suburbio,  non  si  presta  all'organizzazione 
di  un  servizio  di  profilassi  così  perfetto. 

Nell'attuale  rendiconto,  non  riporterò  cifre  ;  potrei  riferire  quelle 
fornitemi  dai  distributori  del  chinino,  cifre  ohe  rappresentano,  come 
negli  anni  decorsi,  una  prova  sempre  eloquente  del  vantaggio  gran- 
dissimo che  deriva  da  un'accurata  profilassi  medicamentosa,  ma  me 
ne  astengo,  poiché,  il  mio  parere  in  proposito  é,  che  oramai  le  cifre, 
per  dimostrare  tale  vantaggio,  sono  superflue. 

È  stato  messo  in  evidenza  da  centinaia  di  osservatori  che  una 
piccola,  ma  continua  carica  di  chinino  nell'organismo,  preservi  dalle 
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febbri,  coloro  che  si  espongono  a  contrarle:  e  non  può  accadere  di- 
versamente che  un  medicamento  eroico  e  specifico,  come  il  chinino 
contro  la  malaria  non  riesca  ad  ostacolare  le  manifestazioni  morbose 
di  questa  malattia,  tanto  influenzabili  da  fattori  accidentali. 

Chi  non  trovasse  sufficiente  l'osservazione  fatta  in  campagna  per 
convincersene,  ha  nella  mancata  infezione  di  coloro,  ai  quali  è  stato 
iniettato  sangue  di  malarici,  mentre  venivano  sottoposti  a  profilassi 
chininica,  la  prova  inconfutabile  dell'efficacia  di  questo  metodo  di 
lotta  contro  la  malaria  ;  ed  a  che  prò,  dopo  tante  relazioni,  dopo 
tanti  studi,  dopo  tanti  esperimenti,  continuare  ancora  con  un  lavoro 
statistico  che,  per  essere  scrupoloso,  richiede  un  tempo  non  indifie- 
rente,  mentre  la  nostra  attività  può  essere  con  maggior  profitto  ri- 
volta alle  cure  di  assistenza  sanitaria  ? 

Sorvolerò  del  resto  in  questa  relazione  sopra  tutti  i  dettagli  e  criteri 
altre  volte  espressi,  desidero  invece  riferire,  e  sottoporre  così  al  giu- 
dizio dei  colleghi,  dei  concetti  che,  colla  lunga  permanenza  in  località 
malariche,  ho  avuto  campo  di  formarmi  sopra  alcuni  degli  argomenti 
riguardanti  l'epidemiologia,  la  cura  e  la  profilassi  della  malaria. 

Trasmissione  interumana  della  malaria. 

L'argomento  dell'eziologia  della  malaria^  quantunque  la  teoria  ano» 
felica  sia  stata,  per  mezzo  della  prova  sperimentale,  in  modo  indi- 
scutibile provata,  tuttavia  rimane  uno  di  quelli,  che  assai  appassio- 
nano gli  studiosi  di  questa  epidemia,  inquantochè,  non  da  tutti  si 
ammette,  che  esaurientemente,  sia  stato  risposto  ai  dubbi  ed  alle 
obbiezioni,  che  contro  di  essa  sono  state  sollevate. 

Detta  teoria  del  resto,  implica  la  soluzione  di  due  problemi  :  la 
esclusiva  origine  zanzarica  dell'infezione,  l'uno,  la  trasmissione  inter- 
umana della  medesima,  l'altro. 

Del  primo,  per  quanto  da  persone  autorevoli  vengano  citati  casi 
di  malaria  contratti  in  località  prive  di  zanzare,  per  quanto  anche 
fra  studiosi  di  questa  epidemia,  si  affacci  l'idea  che  la  zanzara  ano- 
fele possa,  non  essere  sola  ad  ospitare  i  plasmodi  della  malaria  e 
che  l'ultima  parola  quindi,  sulla  via  di  trasmissione  di  questa  ma- 
lattia, non  sia  stata  ancora  detta,  la  soluzione,  per  chi  ha  conoscenza 
profonda  di  zone  malariche  ed  attentamente  ha  indagato  sui  fatti 
osservati,  non  appare  difficile. 

Basta  infatti  tenere  presente,  che  gli  anofeli,  ben  ricercandoli,  nelle 
abitazioni  dei  colpiti  dalle  febbri  si  trovano  sempre,  che  colla  difesa 
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meccanica,  ci  si  può  preservare  immuni  nelle  zone  più  pestifere  e 
finalmente,  che  tutta  l'epidemiologia  della  malaria,  collima  a  perfe- 
zione colle  abitudini  di  vita  della  zanzara  anofele,  per  non  dare  cal- 
colo a  qualsiasi  obbiezione  venga  affacciata  contro  la  prima  parte  della 
teoria  anofelica,  per  accettarla  anzi,  senza  restrizioni,  e  considerare, 
erronea  o  male  interpretata,  qualsiasi  osservazione,  sulla  eziologia 
della  malaria,  che  si  distacchi  dal  concetto  della  inoculazione  di  essa 
per  mezzo  della  zanzara. 

La  soluzione  però  del  secondo  problema,  quello  che  riguarda  la 
trasmissione  interumana  della  malaria,  bisogna  convenire,  che  non 
appare  ugualmente  facile. 

Avanti  alla  malaria  dei  latifondi,  per  esempio,  sono  poche  le  per- 
sone, competenti  in  materia,  che,  interrogate  sulla  loro  opinione  in 
proposito,  si  sentono  in  grado  di  accettare,  senz'altro,  la  seconda 
parte  della  teoria  anofelica. 

«  Una  dottrina,  che  fa  risalire  all'uomo  l'origine  dell'infezione,  os- 
«  serva  un  arguto  critico  della  dottrina  zanzaro-malarica,  il  Viola, 
«  per  logica  conseguenza,  deve  assegnare  ai  centri  abitati  la  mas- 
«  sima  potenza  infettiva  ed  alla  campagna  la  minima;  ed  invece, 
«  latifondo  e  malaria  sono  sinonimi  ;  l'uomo  infetta  la  campagna,  ed 
«  incolpiamo  invece  all'assenza  dell'uomo  l'infezione  del  latifondo  : 
«  attribuiamo  alla  malaria  l'ostacolo  più  insormontabile  alla  colo- 
«  nizzazione,  mentre  dalla  colonizzazione,  e  perciò  dalla  presenza 
«  dell'uomo,  si  dovrebbe  originare  il  pericolo  della  malaria  in  cam- 
«  pagna  ». 

Se  così  stessero  le  cose,  se  veramente  nelle  campagne,  nei  latifondi, 
nelle  terre  paludose,  fosse  ovunque  diffusa  la  malaria,  si  dovrebbe 
ritenere  inconciliabile  l'idea  della  trasmissione  interumana  di  questa 
malattia,  e  si  dovrebbe  ammettere  col  Viola  «  una  sorgente  infettiva 
per  gli  anofeli,  infinitamente  più  facile  e  più  estesa  di  quella  che 
possa  loro  offrire  l'uomo  malarico  ». 

Però,  il  concetto  che  generalmente  ci  si  forma,  praticando  le  zone 
malariche,  sulla  diffusione  di  questa  malattia,  non  è  quello,  che  la 
malaria,  vi  sia  diffusa  ovunque. 

Ciò  che  ci  risulta  invariabilmente  invece  è,  che  le  zone  malariche 
sono  suscettibili  di  divenire  un  focolaio  di  malattia,  più  o  meno  grave, 
a  seconda  di  condizioni  varie,  solamente  in  quei  luoghi  nei  quali, 
insieme  alla  zanzara  anofele,  viene  a  trovarsi  l'uomo  malarico. 

In  qualità  di  medico  condotto  di  più  zone  dell'Agro  romano,  ho 
avuto  campo  di  assodare  assai  bene  la  distribuzione  a  focolai  della 
malaria  ;  mi  è  risultata  anzi  evidentissima  la  localizzazione  di  questa 
malattia  ai  centri  abitati. 
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Lo  misi  in  evidenza  in  una  mia  precedente  memoria,  citando 
abitazioni  fra  loro  relativamente  vicine,  dove,  in  alcune  dormen- 
dovi, si  contraevano  le  febbri,  e  si  rimaneva  immuni  in  altre; 
riferendo  come  molte  persone  che  passavano  la  notte,  in  tempo  di 
trebbiatura,  a  ciel  sereno,  ne  rimanevano  immuni  in  località  dove, 
non  lungi,  fia  altre,  che  dimoravano  in  abitazioni,  si  osservavano 
casi  primitivi  ;  e  finalmente,  rilevando  che  dei  pastori,  pur  essendo 
accampati  in  insalubri  valli,  ma  disabitate,  non  contraevano  le  febbri. 

Mi  fu  facile  fin  d'allora,  data  la  constatazione  di  circostanze  così 
eloquenti,  stabilire  nel  modo  più  sicuro  che,  detta  localizzazione 
della  malaria,  traeva  giustificazione  nel  fatto  che,  sorgente  d'infe- 
zione della  zanzara,  non  può  essere  che  l'uomo  malarico. 

Esercitando  "  la  professione  nel  suburbio  Portuense,  dell'immanca- 
bile presenza  dell'uomo  malato,  per  la  costituzione  di  focolai  infettivi, 
ne  ho  avute  prove  ugualmente  evidenti  e  convincenti:  ho  potuto 
appurare  che,  fra  tante  e  tante  case,  lungo  le  varie  vie  di  detto  subur- 
bio, la  malaria  si  contrae  solo,  e  parlo  di  casi  sicuramente  primitivi, 
dove,  col  dimorarvi  delle  persone  affette  da  malaria,  si  è  formato  e 
si  mantiene  il  centro  d'infezione;  ho  potuto  constatare  la  contagio- 
sità di  questa  malattia,  sorprendendo  la  formazione  di  focolai  nuovi 
in  abitazioni  prima  immuni,  dopo,  che  dei  malarici  vi  hanno  preso 
dimora. 

E  queste  osservazioni,  poi,  non  sono  le  sole  che  possono  essere 
citate  a  favore  della  trasmissione  interumana  della  malaria. 

Va  messa  nel  dovuto  rilievo  l'abitazione,  quale  centro  di  diffu- 
sione di  questa  malattia,  perchè  risalta  come  fenomeno  troppo  evi- 
dente, specialmente  nelle  località  di  malaria  mite. 

Trovare  rifugio  in  una  abitazione,  specialmente  in  campagna,  rap- 
presenta una  aspirazione,  un  istinto,  non  della  sola  zanzara,  ma  di 
tutta  una  infinita  serie  di  piccoli  animali,  diurni  e  notturni  che,  pro- 
curandosi in  tal  modo  cibo  e  riparo  agli  agenti  esterni,  tendono  ad 
introdurvisi  ed  a  rimanervi  ;  purtroppo  la  zanzara  anofele,  non  si 
limita  all'azione  di  un  semplice  ed  incomodo  ospite. 

Ciò  che  succede  del  resto  all'aperto,  la  frequenza  anzi  rilevantis- 
sima dei  colpiti  da  febbri  fra  coloro  che  dormono,  per  esempio,  sulle 
aie,  durante  l'epoca  del  raccolto,  non  contraddice  affatto  la  questione 
della  trasmissione  interumana  della  malaria. 

Nelle  abitazioni,  per  questioni  ovvie,  avranno  tendenza  a  persi- 
stere i  focolai,  ma  per  formarsene,  se  ne  formeranno,  ovunque  vi  sarà 
presenza  di  zanzare  e  di  malarici;  e  nelle  aie,  quando  per  i  lavori  di 
trebbiatura,  convergono  in  una  data  località,  spessissimo  fortemente 


311 


invasa  da  zanzare,  centinaia  di  poveri  lavoratori,  la  di  cui  percen- 
tuale di  infetti  da  malaria  è  sempre  elevata  (prima  della  diffusione 
della  profilassi  chininica,  90  %  e  forse  più  degli  abitanti  dell'Agro  erano 
malarici)  mal  vestiti,  mal  nutriti,  esausti  per  la  fatica,  e  proprio 
nell'epoca  in  cui  l'avidità  di  pungere  delle  zanzare  è  massima,  che 
meraviglia,  che  vi  si  possano  creare  in  brevissimo,  dei  gravi  focolai 
malarici,  anche  se,  impiantandosi  i  lavori  lungi  da  centri  abitati,  le 
zanzare  ivi  esistenti,  si  fossero  dovute  trovare  tutte  immuni  da  in- 
fezione ? 

La  presenza  dell'uomo  malarico,  ci  potrà  sembrare  più  o  meno 
evidente,  ma  la  riscontreremo  sempre,  se  non  ci  arresteremo  colle 
indagini,  ovunque  si  contraggono  le  febbri:  le  osservazioni  costante- 
mente rilevate  da  coloro  che  si  sono  dedicati  a  ricerche  epidemiolo- 
giche sulla  malaria,  di  centri  malarici,  di  distribuzione  a  focolai  di 
questa  malattia,  di  epidemie  domestiche,  fatti  tutti,  che  depongono 
per  la  tendenza  della  malaria  a  localizzarsi,  ne  sono  la  migliore 
conferma. 

Ma,  perchè  la  teoria  della  trasmissione  interumana  della  malaria, 
possa  apparire  esaurientemente  chiarita  e  ritenuta  quale  unica  via 
d'infezione,  non  basta,  che  sia  sempre  dimostrabile  la  presenza  del- 
l'uomo malarico  nei  vari  focolai,  è  necessario  anche,  potere  conciliare 
la  maggiore  gravità  di  questi,  con  lo  scarso  numero  di  persone  che 
generalmente  vi  dimorano  ;  è  necessario  sapersi  anche  spiegare,  perchè 
la  malaria,  sia  assai  più  grave  nelle  campagne,  nei  latifondi,  nelle 
terre  paludose,  dove  la  popolazione  è  sempre  limitata,  che  nei  paesi, 
nei  tiuburbi  malarici  densi  di  popolazione,  eppure  affetti,  quasi  sempre, 
da  malaria  mite. 

Da  che  dipende  la  gravità  della  malaria  ? 

Tutti  coloro  i  quali  hanno  conoscenza  di  località  eminentemente 
malariche,  località  dove  basta  talora  dormirvi  una  sola  notte  per 
contrarre  l'infezione,  sono  all'unisono  nell'indicarci  una  circostanza 
caratteristica,  immancabile,  da  cui  rimangono  colpiti:  l'enorme  nu- 
mero di  zanzare,  numero,  nelle  località  più  gravi,  tanto  grande,  da 
costituire  un  vero  tormento,  una  vera  tortura. 

E  veramente  la  malaria  grave,  si  obbiettino  pura  contro  le  più 
svariate  eccezioni,  si  deve  ritenere  per  fermo,  che  è  accompagnata 
costantemente,  invariabilmente,  sempre,  da  anofelismo  grave. 

Orbene,  questo  grave  anofelismo,  che  porta  di  conseguenza,  che 
molte  zanzare  siano  suscettibili  d'inquinarsi,  che  porta  di  conse- 
guenza, che  il  numero  dei  veicoli  della  malaria,  sia  oltremodo  nu- 
meroso, straordinario,  basta  esso  solo,  a  spiegarci  la  gravità  di  questa 


312 


malattia  in  genere,  basta  esso  solo,  a  spiegarci  anche,  come  possa 
verificarsi  in  quelle  località,  dove,  è  pur  limitatissimo  il  numero  dei 
serbatoi  malarici. 

Infatti,  la  nota  gravità  della  malaria  dell'Agro  Romano,  abitato 
durante  i  mesi  d'estate,  prima  dell'avvento  della  profilassi  chininica, 
solamente  da  pochissime  persone,  ma  veri  e  terribili  serbatoi  di  ma- 
laria, disgraziati  esseri  umani,  dal  colorito  terreo,  dal  ventre  tumido, 
dalla  milza  voluminosissima,  capaci,  ognuno,  d'infettare  migliaia  di 
zanzare,  potè  solamente  essere  mantenuta  dall'abbondante  numero 
di  veicoli  della  malaria  che  vi  si  trovano;  e  il  limitato  anofe- 
lismo,  che  si  riscontra  sempre  nei  suburbi  e  paesi  malarici,  pur 
densi  di  popolazione,  dovuto  alle  condizioni  di  esistenza  degli  agglo- 
meramenti  umani,  in  antitesi  con  quelle  di  vita  delle  zanzare,  è  pro- 
prio esso  solo  la  causa  della  mitezza  della  malaria,  che  quasi  sempre  vi 
domina. 

Se  una  produzione  enorme  di  anofeli,  come  si  verifica  nelle  paludi,^ 
si  potesse  verificare  nei  paesi  malarici,  a  cifre  di  morbilità  e  morta- 
lità per  malaria,  addirittura  spaventose,  si  andrebbe  incontro. 

Possiamo  dedurle  dalle  gravissime  epidemie  di  malaria,  cagionate 
da  qualche  accidentale  impaludamento  e  conseguente  grave  anofe- 
lismo  in  qualche  centro  abitato. 

Ne  abbiamo  una  prova  nei  grandi  focolai  malarici,  formatisi  nel- 
l'Agro Romano  quando,  prima  della  diffusione  della  profilassi  chini- 
nica, si  sono  tentate  le  colonizzazioni. 

Ci  viene  dimostrato  finalmente  dal  fatto,  che  a  parità  di  condi-^ 
zioni  di  ambiente,  una  maggiore  intensità  di  malaria,  si  verifica 
sempre,  dove  si  trovano  unite  più  persone:  un  esempio  tipico,  rile- 
vato da  molti  osservatori,  viene  offerto  dalle  stazioni  e  caselli  fer- 
roviari di  zone  malariche;  nelle  prime,  più  dense  di  popolazione,  la 
malaria,  in  genere,  vi  domina  più  grave. 

È  giusto  quindi,  è  logico,  attribuire  speciale  e  quasi  esclusiva  im- 
portanza all'anofelismo  grave  (di  tanti  altri  fattori  secondari  che 
possono  anche  avervi  influenza,  non  è  qui  il  caso  di  farne  menzione) 
la  gravità  della  malaria.  Ciò  che  del  resto  avviene  nei  terreni  inten- 
samente malarici  sottoposti  a  bonifica,  nei  quali,  di  pari  passo  che 
procedono  i  lavori,  alla  diminuzione  della  gravità  della  malaria,  fa 
perfetto  riscontro,  la  diminuzione  delle  zanzare,  lo  dimostra  in  modo 
esauriente. 

Due  fatti  dunque,  risultano  incontrovertibili,  a  chi  si  accinge  a 
delle  ricerche  sulla  questione  della  trasmissione  interumana  delia 
malaria  : 
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1°  la  necessaria  presenza  dell'uomo  malarico,  ovunque  v'è  pos- 
sibilità di  contrarre  le  febbri; 

2"  la  gravità  della  malaria  accompagnata  sempre  da  grave  ano- 
felismo. 

Ed  ora  concludiamo: 

È  vero,  come  affermano  alcuni,  che  il  problema  della  eziologia 
della  malaria,  non  può  risolversi  con  osservazioni  fatte  in  un  solo 
paese,  ma  che  detto  problema,  deve  essere  studiato  e  comparato  con 
quelle,  praticate  in  tutte  le  parti  del  mondo,  e  solo  da  questo  studio 
e  comparazione  si  possono  trarre  conclusioni. 

Ciò  è  necessario  ricordarlo,  perchè,  quantunque  una  dimostrazione 
attendibile  della  loro  esistenza  non  si  sia  ancora  avuta,  tuttavia 
vengono  citate  delle  località  lungamente  disabitate  eppure  malariche. 

Orbene,  ammesso  pure  che  veramente  si  verifichi,  già  potrebbe 
benissimo  essere  spiegato,  tenendo  presente  che  in  alcune  parti  del 
mondo,  favorendolo  il  clima,  è  possibile  alle  zanzare  di  rimanere  in- 
fette assai  a  lungo. 

Ma  quand'anche  si  venisse  ad  assodare,  che  per  avventura  qualche 
altro  animale,  oltre  l'uomo,  ivi  esistesse,  depositario  del  virus  mala- 
rico, dovremmo  questo  considerarlo  quale  circostanza  talmente  ecce- 
zionale, che  certo  non  riuscirebbe  ad  infirmare  le  conclusioni  che  da 
tanti  e  tanti  campi  di  osservazione  sono  scaturite  unanimi. 

È  quindi  colla  stessa  sicurezza  colla  quale  si  può  asserire  che  in 
nessuna  altra  maniera,  all'infuori  dell'inoculazione,  si  contrae  la  ma- 
laria che  in  forza  di  fatti  eloquentissimi  sempre  assodabili,  non  iso- 
lati, ma  generali,  i  quali  ci  conducono  a  ritenere  indispensabile, 
la  presenza  dell'uomo  nei  luoghi  dove  si  contraggono  le  febbri,  ed  a 
poterci  dar  ragione,  in  ogni  evenienza,  della  gravità  della  malaria, 
colla  grande  diffusione  dei  veicoli  di  questa  malattia,  che  senza  esi- 
tazione, si  può  affermare,  che  la  trasmissione  interumana,  non  è  un 
fenomeno  accidentale,  come  vogliono  i  critici  della  dottrina  anofelica, 
ma  che  rappresenta  essa  invece  l'unica  via  per  contrarre  l'infezione 
malarica. 

È  solo  tenendo  presente  del  resto  questa  condizione,  la  necessaria 
presenza  dell'uomo  malarico  per  la  costituzione  dei  centri  infettivi, 
che  è  possibile  formarci  un  concetto  esatto,  di  come  si  possono  o 
no  contrarre  le  febbri  nelle  zone  malariche. 

È  soio  per  questa  condizione  che  ci  è  dato,  per  citare  un  esempio, 
spiegarci  in  che  consista  la  malaria  che  attornia  Roma  :  in  una  serie 
cioè  di  località,  dove  si  sono  potuti  formare  i  focolai  di  questa  ma- 
lattia, focolai  che  sono  più  o  meno  gravi,  a  seconda  di  varie  circostanze. 
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È  solo  tenendo  presente  questa  condizione  finalmente,  che  ci  è  pos- 
sibile comprendere,  come  possano  solo  detti  centri  infettivi,  essere 
magari  numerosi,  vicino  alia  città,  e  mancare,  talora  addirittura, 
in  pieno  agro. 

Recidive  a  lungo  intervallo.  Periodo  preepidemico.  Cause. 

Ho  tenuto  nota  della  recidività  preepidemica,  recidività  indicataci 
da  tempo  dal  Celli,  insieme  alle  infezioni  occulte,  sia  negli  apparen- 
temente sani,  sia  negli  apiretici,  quali  anelli  di  congiunzione,  fra  un 
anno  epidemico  e  l'altro  successivo. 

Le  mie  indagini  però,  per  quanto  lo  avrei  desiderato,  non  mi  è 
stato  possibile  renderle  complete,  distinguendo  cioè,  coll'esame  micro- 
scopico del  sangue  dei  malati,  i  vari  tipi  febbrili. 

Un  numero  rilevante  di  malarici  recidivi,  che  ha  richiamato  la 
mia  attenzione,  si  è  verificato  durante  il  mese  di  aprile. 

In  detto  mese,  si  è  avuta  questo  anno,  una  vera  recrudescenza 
preepidemica. 

Oltre  l'interesse  che  desta  il  fenomeno  dal  punto  di  vista  del  ri- 
ooUegamento,  da  un  anno  all'altro,  delle  varie  forme  malariche,  ne 
suscita  anche  uno,  non  trascurabile,  dal  lato  pratico. 

Chi  si  accinge  a  studiare  la  diffusione  della  malaria  in  una  zona, 
densa  di  popolazione,  come  è  quella  di  un  suburbio,  in  un  tempo 
relativamente  breve,  mercè  il  periodo  di  recidività  preepidemica,  ha 
una  visione  netta,  dove  stiano  annidati  i  vari  focolai  malarici  e  dove 
perciò,  dovrà  concentrare  la  propria  energia  per  combatterli. 

Da  mia  parte  posso  affermare,  che  non  vi  è  stata  casa,  nel  su- 
burbio Portuense,  dove  poi  ho  potuto  constatare  che  vi  esisteva  un 
focolaio  infettivo,  che  non  abbia  dato  il  buo  contributo  di  recidive, 
nel  mese  di  aprile. 

L'argomento  delle  recidive  a  lunga  scadenza  mi  ha  anche  interes- 
sato, dal  punto  di  vista  delle  cause  che  influiscono  a  determinarle. 

È  ammesso  generalmente,  che  le  febbri  recidive  malariche  a  lunga 
scadenza,  richiedano  sempre,  per  manifestarsi,  l'intervento  di  fattori 
accidentali  e  vengono  citati,  come  i  più  frequenti:  gli  strapazzi,  gli 
eccessi  di  lavoro,  i  raffreddamenti,  i  cambiamenti  di  clima,  i  traumi, 
le  emozioni,  ecc. 

Nessuno  certo  può  sostenere  il  contrario,  poiché  è  logico,  che,  fino 
a  quando  il  nostro  organismo  oi^piterà  dei  germi  patogeni,  dovrà  su- 
birne le  conseguenze,  tutte  le  volte  che  i  nostri  poteri  di  resistenza 
verranno  meno. 
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D'altra  parte  non  vi  è  medico,  che  non  abbia  mille  e  mille  volte 
constatato,  in  pieno  benessere  di  malarici,  delle  recidive,  proprio  in 
conseguenza  di  determinate,  per  quanto  svariate  cause:  e  l'insorgenza 
improvvisa  inoltre,  di  un  numero  elevato  di  febbri  per  cause  gene- 
rali, come  sono  i  raffreddamenti  improvvisi  e  le  pioggie  che  sorpren- 
dono i  lavoratori  delle  campagne  ai  tempi  dei  raccolti,  dimostrano 
troppo  luminosamente,  l'importanza  spiegata  da  detti  fattori  acci- 
dentali sulle  recidive. 

Però,  se  dei  fattori  accidentali  regolano  ordinariamente  la  com- 
parsa delle  recidive,  non  potremo  per  questo  asserire,  che  il  loro  in- 
tervento, debba  essere  sempre  indispensabile. 

Se  così  fosse,  noi  dovremmo  ammettere  che  tutti  gli  anni,  all'epoca 
della  recrudescenza  preepidemica,  si  venissero  a  trovare  insieme  un 
«umolo  di  circostanze  adatte  a  provocarle,  il  che,  certo,  sarebbe  as- 
surdo sostenerlo,  poiché,  nei  mesi  di  aprile  e  maggio,  periodo  di 
tempo  nel  quale  oscilla  ordinariamente  la  recrudescenza  preepidemica, 
mancano  sempre  quelle  cause  generali  di  disposizione  alle  recidive 
che  ci  è  dato,  come  sopra  accennavamo,  riscontrarle  in  relazione  coi 
lavori  dei  raccolti. 

In  detti  mesi  infatti,  gli  abitanti  delle  campagne  dormono  nelle 
loro  case  e  quindi  non  possono  risentire  i  malefici  effetti  delle  bagna- 
ture, degli  sbalzi  di  temperatura,  circostanze  che  danneggiano  invece 
tanto,  coloro  i  quali  dormono  all'aperto. 

Nè  i  lavori  che  si  compiono  in  tal  periodo  di  tempo,  hanno  ri- 
scontro con  quelli  faticosissimi  della  stagione  estiva. 

Mancando  perciò,  nel  periodo  della  recrudescenza  preepidemica, 
cause  generali  che  giustifichino  le  recidive,  sorge  spontanea  la  sup- 
posizione, che  possano  risiedere,  invece  che  su  fattori  accidentali,  i  quali 
hanno  influenza  sul  malato,  sullo  stesso  parassita,  le  cause  della  me- 
desime. 

Il  plasmodio  della  malaria,  come  qualsiasi  altro  essere  vivente,  è 
sottoposto  a  delle  leggi  biologiche,  che  ne  regolano  l'esistenza, 
per  la  conservazione  della  specie;  è  quindi  attendibilissimo  sup- 
porre che,  quando  condizioni  di  ambiente,  fortemente  non  glielo 
impediscono,  in  epoca  propizia,  possa  dare  manifestazione  di 
vita. 

Le  indagini  da  me  compiute  per  rintracciare,  durante  il  periodo 
preepidemico,  le  cause  determinanti  le  recidive,  il  più  delle  volte 
hanno  sortito  un  effetto  negativo  ed  era  da  prevedersi  poiché,  ripeto, 
un  fenomeno,  diretto  alla  conservazione  di  una  specie,  non  può  essere 
legato  a  circostanze  accidentali,  ma  deve  essere  naturale. 
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Interpretando  del  resto  colla  manifestazione  spontanea  di  vita  del 
parassita  malarico,  la  causa  delle  recidive  del  periodo  preepidemico, 
si  avvalora  il  concetto  sopra  esposto,  rilevato  dal  Celli,  che  detto 
periodo  preepidemico,  insieme  alle  infezioni  occulte,  rappresentino 
gli  anelli  di  congiunzione  fra  un  anno  epidemico  e  l'altro  successivo. 

Scoppio  epidemico  delle  febbri  malariche.  —  Perìodo  d'incubazione 

della  malaria. 

È  stato  osservato  da  molto  tempo,  che  la  linea  corrispondente 
all'inizio  dell'epidemia  malarica  è  quasi  verticale,  che  in  pochi  <?iorni 
cioè  il  nuovo  anno  epidemico,  con  carattere  quasi  esplosivo,  si  sta- 
bilisce in  tutta  la  sua  violenza. 

Questo  fatto,  che  ha  richiamato  l'attenzione  di  tutti  gli  autori,  e 
per  la  interpretazione  del  quale,  sono  state  emesse  varie  ipotesi, 
si  dice  anche,  che  contrasti  colla  teoria  della  trasmissione  della 
malaria  per  mezzo  delle  zanzare,  poiché,  il  decorso  di  questa  ma- 
lattia, sembrerebbe  inverso,  anziché  parallelo,  celle  infezioni  degli 
anofeli. 

Sorvolo  sopra  questo  ultimo  argomento  poiché,  non  essendomi  mai 
potuto  dedicare  alla  ricerca  ed  all'esame  degli  anofeli,  non  m'é  dato 
portare  alcun  contributo  di  osservazioni  in  proposito  ;  osservo  solo 
che,  nascendo  le  zanzare  immuni  da  infezione,  è  naturale,  che  la  per- 
centuale delle  infette,  debba  accrescersi  coli' inoltrarsi  della  stagione 
malarica  ;  e  che  del  resto  la  malaria  nei  mesi  di  estate,  appunto  perchè 
in  tale  epoca  le  zanzare  sono  infette  in  maggior  numero,  sia  sempre 
più  grave,  non  si  può  disconoscere. 

Lo  sanno  anche,  gli  umili  lavoratori  dei  campi  i  quali  hanno  tutti 
cercato,  prima  che  venisse  diffusa  la  profilassi  chininica,  di  trovarsi, 
per  quell'epoca,  lontani  dalla  campagna. 

Desidero  piuttosto,  intrattenermi  sulla  questione  dello  scoppio  epi- 
demico delle  febbri  malariche,  poiché,  come  medico  condotto  di  al- 
cune zone  dell'Agro  romano,  ho  avuto  campo  di  osservare  dei  fatti 
i  quali,  a  me  sembra,  possano  sufficientemente  chiarirlo. 

In  genere,  è  alla  fine  di  giugno  ed  ai  primi  di  luglio,  che  suole 
accrescersi  notevolmente  il  numero  dei  maiarici. 

È  anche  però  alla  fine  di  giugno  ed  ai  primi  di  luglio,  che  fervono 
nelle  campagne  i  faticosissimi  lavori  del  raccolto  e  che  convergono 
da  tutte  le  parti  dell'Agro,  e  magari  dal  di  fuori,  in  zone  eminente- 
mente malariche,  centinaia  di  lavoratori. 
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In  tale  epoca,  il  potere  di  pungere  delle  zanzare  è  massimo,  e  se 
il  numero  delle  infette  sarà  inferiore,  come  sopra  osservavamo,  a 
quelle  della  stagione  inoltrata,  una  certa  percentuale  vi  si  troverà 
sempre,  in  grado  di  trasmettere  la  malaria. 

Orbene  che  difficoltà,  presentandosi  insieme  tutte  le  condizioni  fa- 
vorevoli: grande  agglomeramento  di  persone,  molte  delle  quali  nuove 
dell'ambiente,  in  località  eminentemente  malariche,  potere  enorme  di 
pungere  e  numero  straordinario  delle  zanzare,  condizioni  di  resistenza 
degli  organismi  umani  per  strapazzo,  fatica,  ecc.,  affievolitisime,  che 
debbano  in  breve  esplodere  delle  gravi  epidemie? 

Io  ho  assistito  più  volte  al  fatto  di  giovani,  immuni  da  febbri, 
dimoranti  abitualmente  a  Lunghezza  che  per  essersi  recati  per  po- 
chissimi giorni,  a  prendere  parte  ai  lavori  di  mietitura,  in  alcune 
tenute  dell'Agro  romano,  son  quasi  tutti  sempre  tornati  affetti  da 
febbri  malariche;  in  un  anno  di  venticinque  di  detti  giovani,  che  si 
recarono  a  Porto,  in  uno  spazio  di  tempo  brevissimo,  ben  ventiquattro, 
ne  furono  colpiti. 

Come  costoro,  così  altre  centinaia  di  lavoratori,  che  si  saranno 
ugualmente  ammalati,  non  avrebbero  contratto  le  febbri,  almeno  in 
un  periodo  di  tempo  tanto  ristretto  se,  per  condizioni  inerenti  allo 
svolgimento  di  lavori  agricoli,  proprie  dei  latifondi,  non  si  fossero 
dovuti  trovare  in  epoca  propizia  a  contrarre  le  febbri,  in  numero  ri- 
levantissimo, in  grandi  centri  malarici. 

Senza  quindi  ricorrere  alle  più  svariate  ipotesi,  senza  ammettere 
le  più  strane  supposizioni,  tenendo  presente  la  circostanza  anzidetta 
che,  ai  più  sfugge,  ma  che,  coloro  i  quali  hanno  campo  di  conoscere 
da  vicino  i  costumi  e  le  abitudini  delle  popolazioni  rurali,  sono  in 
grado  di  valutare,  a  me  sembra  sia  possibile  spiegare  facilmente  il 
fenomeno  dell'inizio  esplosivo  dell'epidemia  malarica. 

Queste  infezioni  primitive  del  resto,  non  sono  le  sole  febbri,  che 
costituiscono  lo  scoppio  epidemico  in  parola. 

Abbiamo  accennato,  nel  capitolo  antecedente,  alla  grande  impor- 
tanza che  hanno  i  fattori  accidentali  nel  determinare  le  febbri  reci- 
dive, ebbene,  durante  i  lavori  del  raccolto,  quando  tante  persone,  in 
parte  malariche,  sono  costrette  a  dedicarsi  a  gravi  fatiche  ed  a  sop- 
portare le  condizioni  le  più  sfavorevoli  di  vita,  possono  trovare  oc- 
casione più  propizia,  che  le  disponga  a  recidivare  1 

Nè  bastono  ancora,  le  cause  per  cui  si  verifica  una  rapida  eleva- 
zione dell'epidemia  alla  fine  di  giugno  ed  ai  primi  di  luglio. 

Al  numero  delle  febbri  presentate  dai  malarici  recidivi  ed  a  quelle 
dei  primitivi  dell'epoca  in  parola,  vanno  aggiunti  i  casi  primitivi. 
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latenti  da  lungo  tempo  e  la  di  cui  esplosione  viene  favorita  dalle 
circostanze  anzidette. 

Sono  stati  eseguiti  dei  lavori  sperimentali,  facendo  pungere  delle 
persone  da  zanzare  infette,  si  sono  potute  fare  delle  osservazioni  ac- 
curate, sopra  individui  che  hanno  dimorato  un  sol  giorno  in  luoghi 
malarici,  per  stabilire  il  periodo  d' incubazione  dell' infezione  malarica,, 
ma,  per  quanto  l'accuratezza  delle  osservazioni  possa  sembrare  im- 
peccabile, tuttavia  bisogna  oramai  ritenere,  che  detti  esperimenti  non 
sono  esaurienti. 

Vi  sono  circostanze  di  tempo  e  condizioni  inerenti  a  speciali  co- 
stituzioni individuali,  che  si  sono  dimostrate  capaci  di  fare  variare 
tanto  detto  periodo  d' incubazione,  da  non  potergli  talora,  con  sicu- 
rezza, assegnare  limiti  precisi. 

Nessuno  infatti  può  mettere  in  dubbio  che,  anche  nel  periodo  in- 
vernale o  nel  principio  della  primavera,  a  causa  di  qualche  zanzara 
infetta  ibernante,  (anche  nei  mesi  più  freddi  ci  è  dato  qualche  volta  tro- 
varle in  pieno  rigoglio  di  vita),  sia  possibile  contrarre  la  malaria,  che 
però,  solo  per  eccezione,  e  per  lo  più  a  causa  di  malattie  intercor- 
renti, si  mette  in  evidenza. 

Nessuno  può  negare,  che  molti  individui,  prima  di  presentare  il 
primo  accesso  febbrile,  hanno  assoluto  bisogno  dell'  intervento  di  qual- 
che fattore  accidentale  che  lo  determini,  come  cambiamento  di  clima, 
bagnature  ecc,  ecr-,;  basta  pensare,  che  vi  sono  perfino  di  quelli,  che 
ammalano  di  malaria,  dopo  avere  vissuto  degli  anni  interi  apparen-, 
temente  immuni,  in  località  eminentemente  infette. 

Affacciando  perciò  l' ipotesi,  che  una  parte  dei  casi  primitivi  i 
quali  si  osservano  all'inizio  dell'anno  epidemico,  si  debbano  ad  infe- 
zioni primitive,  latenti  da  lungo  periodo  di  tempo,  e  che  si  mani- 
festano, perchè  circostanze  favorevoli  le  determinano,  non  si  fa  che 
asserire  ciò  che  del  resto,  diversi  autori,  col  controllo  dell'esame  mi- 
croscopico, hanno  già  sanzionato. 

Tenendo  quindi  presenti  le  osservazioni  esposte,  è  giusto  ritenere, 
che  l'elevazione  brusca  del  numero  dei  malarici,  il  carattere  esplosivo 
dell'inizio  dell'anno  epidemico,  si  debba  in  parte,  a  casi  d'infezione 
primitiva  contratta  alla  fine  di  giugno  ed  ai  primi  di  luglio,  in  parte 
a  casi  recidivi,  ed  in  parte  a  casi  d' infezione  primitiva,  latenti  da 
lungo  periodo  di  tempo,  manifestazioni  febbrili,  favorite  tutte  da 
speciali  circostanze,  inerenti  alle  abitudini  di  vita  dei  lavoratori,  ed 
alle  esigenze  della  coltivazione  dei  latifondi  e  determinate,  da  un 
cumulo  di  fatti  accidentali  che,  per  forza  di  cose,  nell'epoca  anzi- 
detta, vengono  a  trovarsi  insieme. 
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Una  tale  supposizione  apparirà  poi  tanto  più  attendibile,  se  si  con- 
sidera, che  nei  paesi  malarici,  nei  suburbi,  si  osservano  durante  i 
mesi  di  estate  vari  casi  di  febbri,  ma  non  si  ha  mai  uno  scoppio  d'in- 
fezioni primitive  all'inizio  della  stagione  malarica. 

Immuuità  relativa  verso  la  malaria. 

Per  quanto  l'argomento  dell'  immunità  verso  la  malaria,  sia  stato 
esaurientemente  studiato  e  descritto,  tuttavia,  a  me  sembra,  che  non 
sia  stata  messa  nel  rilievo  che  merita,  la  immunità  relativa,  conse- 
cutiva a  malaria  sofferta,  una  vera  assuefazione  che,  alcuni  individui, 
presentano  a  questa  malattia. 

Fra  coloro  che  muoiono  in  seguito  all'infezione,  o  che  guariscono 
definitivamente  dopo  un  certo  periodo  di  tempo,  fra  coloro  che  go- 
dono una  assoluta  immunità  verso  ie  febbri,  o  che  ne  portano  a 
lungo  le  traccie,  vi  sono  moltissimi  altri,  che  dimorano  abitualmente 
in  località  malariche,  vengono  perciò  punti  chissà  quante  volte  da 
zanzare  infette,  e  che,  pur  essendo  intensamente  malarici,  non  mani- 
festano che  raramente  i  sintomi  della  malattia. 

Come  essi  stessi  asseriscono,   solo,  e  non   sempre,  quando  in 
terviene  qualche  circostanza  sfavorevole,  una  forte  bagnatura,  un 
grave    strapazzo,    presentano    una    elevazione    di    temperatura  e 
nulla  più. 

Quanto  questi  individui  siano  temibili  per  la  diffusione  della  ma- 
laria, perchè  sono  serbatoi  poco  evidenti,  ma  validissimi  a  perpetuarla 
nei  vari  centri  abitati,  ho  avuto  campo  di  rilevarlo,  constatando 
casi  primitivi  in  bambini  lattanti,  nel  completo  benessere,  che 
durava  da  tempo,  di  tutto  il  resto  della  famiglia  e  meglio  ancora, 
constatandone  altri,  in  persone  immuni,  nuove  dell'ambiente,  per 
avere  dimorato  in  abitazioni  di  individui,  antichi  malarici,  ma 
che  non  avevano,  da  anni,  dato  manifestazione  della  malattia  in 
parola. 

Senza  l'osservazione  di  cui  sopra,  ci  si  sarebbe  trovati  imbaraz- 
zati, a  spiegarci  l'origine  di  detti  casi  di  febbri  primitive  i  quali, 
indubbiamente,  dal  lato  eziologico  si  presentavano  oscuri. 

Merita  quindi,  di  essere  ampliamente  illustrata,  l'esistenza  di  detto 
fenomeno,  che  ha  una  straordinaria  importanza,  sebbene  sia  spesso 
trascurata  da  alcune  Amministrazioni,  nella  valutazione  e  definizione 
coscienziosa  delle  zone  malariche. 
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Bonifiche  idraaliclie,  bonifictie  agrarie,  profilassi  chininica. 

Le  condizioni  addirittura  ineccepibili,  per  ciò  che  riguarda  il  bo- 
nificamento idraulico  ed  agrario  del  suburbio  Portuense,  pur  mala- 
rico, mi  hanno  messo  in  evidenza,  e  trovo  opportuno  rilevarlo  in 
questa  mia  relazione,  il  valore  della  profilassi  chininica,  per  mezzo 
della  quale,  si  sono  ottenuti  vantaggi  uguali,  anche  dove  le  due 
bonifiche  hanno  fatto  difetto.  E  difatti,  se  la  bonifica  idraulica 
toglie  i  gravi  inconvenienti,  toglie  le  cause  da  cui  trae  grande  ali- 
mento l'epidemia,  e  procura  che  l'ambiente  diventi  adatto  alla  vita 
dell'uomo,  per  varie  ragioni,  come  l'impossibilità  che  siano  ben 
tenuti  i  canali  di  scolo  e  che  vengano  abolite  le  colture  irrigue,  e 
per  la  possibilità  invece,  che  si  formi  qualche  acquitrino,  detta  boni- 
fica idraulica  limiterà  l'anofelismo  ma  non  lo  distruggerà,  come  gene- 
ralmente non  riuscirà  a  distruggerlo  anche  una  bene  avviata  bonifica 
agraria:  lo  dimostrano  chiaramente,  non  solo  il  suburbio,  ma  tutte 
le  tenute  dell'Agro,  sottoposte  a  bonifica. 

La  scomparsa  della  malaria  non  potremo  perciò  mai  ottenerla  se, 
alle  due  bonifiche,  idraulica  ed  agraria,  non  assoderemo  anche  un 
altro  metodo  di  lotta  contro  di  essa,  la  bonifica  umana,  rappresentata 
dalla  profilassi  dei  sani  e  conseguente  cura  dei  malarici. 

Così  stando  le  cose,  chi  ama  combattere  efficacemente  la  malaria, 
deve  diffondere  con  tutte  le  forze  quest'ultimo  metodo  di  lotta  il 
più  pratico,  il  più  proficuo;  quello  che  è  stato  capace,  in  breve 
volger  di  anni,  da  solo,  a  mutare,  quasi  completamente,  in  fatto  di 
malaria,  lo  stato  dell'Agro  romano. 

Da  mia  parte,  io,  che  nella  mia  prima  relazione  su  campagne 
antimalariche,  scrissi,  che  alla  profilassi  chininica,  spetterà  grande 
parte  della  vittoria  nella  lotta  intrapresa  contro  la  malaria,  oggi, 
dopo  anni  di  esperienza,  con  maggiore  entusiasmo,  lo  confermo. 

Esprimo  anzi  il  parere  che,  organizzando  e  facendo  funzionare  a 
dovere,  ovunque,  un  accuratissimo  servizio  di  profilassi,  col  solo 
chinino,  con  una  spesa  minima  quindi,  ci  potremmo  liberare  dalla 
malaria  ed  assai  più  presto,  di  quello  che  possiamo  aspettarci,  dagli 
eterni  e  costosissimi  lavori  di  bonifiche  idrauliche. 

Cura  della  malaria. 

Sulla  cura  della  malaria,  desidero  ricordare  che  ci  s'incontra  tal 
volta  in  individui  che  dicono  di  prendere  il  chinino,  senza  riuscire 
ad  allontanare  le  febbri. 
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Può  darsi  talora,  che  si  tratti  di  recidive  ribelli,  per  vincere  le 
quali,  è  necessario  ricorrere  alle  iniezioni  di  chinino,  il  più  delle 
volte  però,  ho  potuto  constatare  delle  pronte  e  durature  guarigioni, 
prescrivendo  ai  malati,  6  confetti  di  questo  medicamento  al  giorno, 
da  prenderne  due  per  pasto  durante  una  settimana. 

Nei  febbricitanti,  dovendo  loro  somministrare  molti  confetti  in 
poche  ore,  per  abbreviare  e  facilitare  l'assorbimento,  ho  seguito  il 
sistema  di  farli  pestare  ed  ingoiare  con  ostie. 

A  questo  proposito,  torno  a  fare  voti,  che  i  nostri  splendidi  pre- 
parati chinacei,  si  arricchiscano  anche  di  soluzioni  concentrate  di 
chinino  in  capsule  opercolate,  che,  per  troncare  gli  accessi  febbrili, 
devono  riuscire  insuperabili. 

Fra  i  nuovi  prodotti  contro  la  malaria,  diffusi  in  questi  ultimi 
anni  nel  commercio,  ho  avuto  occasione  di  sperimentarne  uno,  il 
«  Pam  Ala  »  che  è  stato  presentato,  quale  medicamento  prodigioso. 

I  miei  esperimenti  sono  stati  limitati  a  pochi  casi  ed  i  risultati 
non  sono  riusciti  molto  lusinghieri,  poiché,  sempre,  ho  dovuto  in 
seguito  fare  ricorso  al  chinino. 

Dato  però  il  ristretto  numero  degli  esperimenti,  non  mi  sento 
autorizzato  a  pronunziare  un  giudizio  in  merito  al  «  Pam  Ala  »; 
quello  che  affermo  nel  modo  più  assoluto  è,  che,  siamo  ancora  ben 
lontani,  dal  possedere  un  medicamento  contro  la  malaria,  che  presenti 
una  efficacia  maggiore  del  chinino. 

La  sterilizzazione  del  sangue  dallo  spirochete,  agente  della  sifilide, 
raggiunta  talora  con  successo  con  il  preparato  di  arsenico  che  va  sotto 
il  nome  di  «  Salvarsan  »  e  rimasta  sempre  inutile,  se  non  dannosa, 
sugli  affetti  da  malaria,  mi  ha  suggerito  l'idea,  che  si  potrebbe  ten- 
tare in  questi  ultimi,  la  sterilizzazione  del  sangue  dall' ematozoo, 
non  con  il  «  Salvarsan  »  ma  con  il  medicamento  che  loro  è  proprio. 

Quantunque  11  meccanismo  di  azione  del  «  Salvarsan  »  non  sia 
ancora  ben  noto,  si  può  però  ritenere  con  fondamento,  che  la  sua 
efficacia  si  debba  precipuamente  al  grande  quantitativo  di  arsenico 
che  contiene.  Ciò  premesso  poiché  il  chinino  è  rimedio  eroico  ed  an- 
cora più  specifico  deirarsenico  verso  la  sifilide,  se  lo  adoperassimo 
in  dosi  opportune,  più  elevate  cioè  dell'ordinario,  non  dovremmo 
aspettarci  risultati,  nella  cura  verso  la  malaria,  di  gran  lunga  migliori  ì 

In  vero,  la  sterilizzazione  del  sangue  dall'ematozoo  non  potremo 
sperarla  nei  malarici  recidivi  poiché  la  resistenza  al  chinino  che  essi 
presentano  è  grandissima,  essendosi  selezionate  nel  loro  organismo, 
come  osserva  Bignami,  in  opportune  condizioni,  sotto  l'azione  dello 
alcaloide,  forme  resistentissime  ad  esso. 
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Se  noi  però  ai  malarici  primitivi,  potremo  somministrare  una  dose 
tale  di  medicamento,  che  impedisca  detta  selezione,  raggiungeremo 
senza  dubbio  la  sterilizzazione  del  loro  sangue  da  tutti  i  parassiti. 

Sulla  quantità  quindi  di  chinino  che  si  possa  impunemente  pre- 
scrivere ad  una  persona,  quantità  che  rasenti  magari  l'intossica- 
zione, ma  che  uccida  tutti  gli  ematozoi  che  contiene,  dovrebbero 
essere  rivolte  delle  ricerche,  una  volta  che  dalla  continuità  della  cura 
poco  0  nulla  possiamo  sperare:  a  tutti  sono  noti  infatti  gli  esperi- 
menti di  coloro  i  quali  hanno  iniettato  a  malarici  un  grammo  a] 
giorno  di  chinino  ed  un  grammo  di  liquore  del  Fowler  per  15  giorni 
ed  in  seguito  hanno  loro  somministrato  il  rimedio  per  bocca  durante 
un  mese  e  malgrado  ciò,  hanno  osservato  le  recidive. 

Io  non  ho  esperienza  in  proposito,  perchè  non  mi  sono  creduto 
autorizzato,  nella  somministrazione  del  chinino,  a  discostarmi  dalle 
dosi  usuali,  posso  solo  citare  il  fatto  di  una  malata  che,  avendo 
per  sbaglio  ingoiato  4  grammi  di  chinino  invece  dei  due  prescritti 
durante  una  giornata,  non  ha  presentato  mai  più  recidive. 

Ma,  avanti  a  fatti  incontrovertibili,  quali  sono  questi  :  che  il 
chinino  risponde  assai  bene  come  medicamento  profilattico  e  che  la 
malaria,  quanto  più  energicamente  è  curata  da  principio,  tanto  più 
presto  rimane  debellata,  credo,  non  si  possa  a  meno  di  fare  serio 
assegnamento  sulla  possibilità  di  sterilizzare  il  sangue  daU'ematozoo 
di  un  individuo,  appena  presenti  le  prime  manifestazioni  febbrili. 

Ottenendo  tale  risultato,  allora  solo,  poiché  possediamo  nel  chi- 
nino, un  medicamento  specifico  contro  la  malaria,  potremo  dire  di 
saperlo  veramente  adoperare. 

Profilassi  della  malaria  oel  suburbi. 

Mi  affretto  a  chiudere  la  relazione  attuale  con  poche  righe  sulla 
questione  della  profilassi  antimalarica  nei  suburbi. 

Poco  prestandosi  essi,  come  già  abbiamo  accennato,  allo  svolgi- 
mento di  una  profilassi  chininica  sorvegliata,  quale  si  richiederebbe 
per  un  successo  sicuro,  è  necessario  ricorrere  anche,  a  tutti  gli  altri 
mezzi  di  lotta  contro  la  malaria  che  è  possibile  mettere  in  pratica  ; 
in  modo  speciale  poi  è  necessario,  adoperarci  a  che,  il  numero  delle 
infezioni  importate,  sia  ridotto  al  minimo. 

Si  rendono  perciò  utilissime  conferenze  popolari  sulla  malaria  da 
ripetersi  periodicamente  ed  una  propaganda  a  favore  della  profilassi 
assidua,  instancabile,  da  farsi  sui  singoli  individui,  tutte  le  volte 
che,  per  qualsiasi  ragione,  facciano  a  noi  ricorso. 
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Perchè  il  numero  delle  zanzare  non  è  eccessivo,  oltre  a  cercare 
che  vengano  eliminate  sempre  piii  le  cause  che  facilitano  la  loro  ri- 
produzione, potrà  dare  dei  risultati,  anche  una  caccia  quotidiana,  si- 
stematica, contro  di  esse,  ricercandole  nei  punti  più  reconditi  di  tutti 
gli  ambienti. 

E  per  quello  che  riguarda  l'infezione  di  coloro,  che  la  contraggono 
altrove,  una  volta  che  nell'agro  romano,  pur  radicalmente  mutato 
e  quasi  risanato  dalla  malaria,  poche  sì,  ma  si  trovano  ancora  delle 
zone  dove,  dopo  il  più  breve  soggiorno  si  può  rimanere  vittime  delle 
febbri,  su  queste  gravi  e  generali  fonti  d'infezione,  non  dobbiamo  mai 
stancarci  di  richiamare  l'attenzione  dell'ufificio  competente  perchè, 
durante  l'epoca  in  cui  in  dette  località  vengono  a  trovarsi  centinaia 
di  lavoratori,  una  lotta  tenacissima,  con  mezzi  adeguati,  sia  istituita. 

A  mio  parere,  con  uno  sforzo  concentrato  e  diretto  su  queste 
maggiori  fonti  d'infezione  che,  con  fondamento,  possiamo  ritenere 
siano  servite  a  diffondere  ovunque  la  malaria,  si  effettuerà  una  pro- 
filassi, non  solo  locale,  ma  anche  generale,  perchè  verrà  in  tal  modo 
combattuta  indirettamente  la  malaria  di  tutte  le  altre  parti  dell'agro 
e  di  tutti  i  suburbi  di  Roma. 


Roma,  1911. 


Istituto  di  Batteriologia  Agraria 

della  R.  Scuola  superiore  di  Agricoltura  in  Portici 


Stniì  critici  e  sperimentali  sui  fermenti  pedici  anaeroliici. 

Prof.  GIACOMO  ROSSI        Dott.  MATTEO  GIACO  FA 
Direttore.  Assistente. 

I. 

Se  sono  poco  numerosi  gli  stadi  sui  fermenti  pectici  aerobici  perchè 
poco  conosciuti  e  poco  creduti,  pochi  sono  anche  quelli  sui  fermenti 
pectici  anaerobici.  E  ciò,  ben  si  comprende,  data  la  sempre  imma> 
nente  difficoltà  del  maneggio  degli  schizomiceti  anaerobici,  siano  essi 
zimogeni  o  patogeni.  E  poiché  è  sempre  la  tecnica  quella  che  deter- 
mina una  corrente  di  studi,  ossia  il  metodo,  così  è  certo  che  gli  studi 
sugli  anaerobi  pectici  aumenteranno  solamente  quando  sarà  possibile 
avere  metodi  facili,  sicuri  ed  alla  portata  di  tutti,  per  la  cultura, 
l'isolamento  e  la  conservazione  degli  anaerobici  in  genere. 

Ma  del  resto  tutta  la  fermentazione  pectica  in  sè  non  è  mai  stata 
un  argomento  che  abbia  attratto  molti  studiosi,  per  quanto,  viceversa, 
sulla  medesima  e  sugli  agenti  che  la  provocano,  corrano  anche  oggi- 
giorno non  solo  dei  numerosi  postulati  scientifici,  ma  anche  dei  veri 
8  propri  pregiudizi  o  meglio  errori  fondamentali  e  benché  essa  sia 
ben  pili  ed  altrimenti  importante  di  quello  che  comunemente  si  crede. 
Onde  meriterebbe  veramente  la  pena  che  un  maggior  numero  di 
persone  si  dedicassero  al  suo  studio. 

Poiché  è  innegabile  che  se  essa  rappresenta  il  primo  passo  nella 
decomposizione  dei  vegetali,  deve  essere  sparsa  assai,  e  cioè  ovunque 
è  distruziore  di  piante,  vale  a  dire  su  vastissima  scala  sulla  super- 
ficie terrestre.  E  che  essa  rappresenti  una  entità  zimotica  ben  sepa- 
rata dalle  altre  e  sopratutto  ben  distinta  dalla  decomposizione  della 
cellulosa  è  dimostrato  dal  fatto  che  esistono  (ciò  è  oramai  provato 
in  modo  indubbio)  dei  microrganismi  che,  rispetto  ai  vegetali,  sono 
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dotati  di  tale  potere  specifico  da  essere  incapaci  di  fare  altra  cosa 
che  scioglierne  la  lamella  intercellulare  di  pectina,  arrestandosi  di 
fronte  alle  pareti  di  cellulosa,  così  come  la  brama  assetata  dell'uomo 
si  arresterebbe  davanti  ad  un  bicchiere  di  veleno. 

Di  questi  microrganismi  specifici  per  le  sostanze  pectiche  esistono 
adunque,  secondo  le  comuni  credenze,  due  categorie  :  quella  degli 
aerobici,  oramai  bene  individuata,  ed  alla  conoscenza  della  quale 
hanno  non  poco  contribuito  gli  studi  compiuti  da  circa  un  decennio 
nel  nostro  laboratorio,  e  quella  degli  anaerobici,  che  forma  l'oggetto 
degli  studi  presenti. 

Questa  ultima  è  la  più  antica  e  storicamente  si  identifica  quasi 
con  quella  degli  amilobatteri,  ossia  con  quel  gruppo  artificiale  di  mi- 
crorganismi che,  sotto  l'azione  delle  soluzioni  jodiche,  si  colorano  più 
o  meno  completamente  in  bleu-violetto,  come  se  contenessero  amido. 
Ed  anzi,  d'ora  innanzi,  resta  inteso  che  quando  diremo  «  amilobat- 
teri »  intenderemo  sempre  di  accennare  come  sinonioio  ai  fermenti 
pectici  anaerobici. 

Comunque  questi,  confusi  dapprima  coi  microbi  della  fermenta- 
zione della  cellulosa  negli  studi  del  Trecul  (1)  e  del  Nylander  (2), 
forse  distinti  da  questi  dal  van  Tieghem  (3),  di  nuovo  confusi  nei 
lavori  del  Tappeiner  (4),  dell'  Hoppe  Seyler  (5),  del  Gayon  (6),  dello 
Schlosig  (7),  del  Popotf  (8)  e  di  altri,  nuovamente  e  defiaitivamente 
distinti  come  indipendenti  dai  fermenti  della  cellulosa  dal  Praz- 
mowski  (9),  sono  stati  finalmente  bene  identificati,  morfologicamente 
almeno,  dai  belli  e  molto  spesso  dimenticati  studi  del  van  Senus  (10), 
il  quale  è  stato  il  primo  ad  ammettere  che  il  B.  amylobacter  sia  so- 
lamente un  fermento  poetico.  Vero  è  però  che  egli  lo  considerava 
anche  capace  di  attaccare  la  cellulosa  qualora  fosse  in  simbiosi  con 
un  altro  piccolo  batterio  isolato  dall'intestino  del  coniglio. 

Che  gli  autori  anteriori  al  van  Senus  abbiano  sempre  avuto  a  che 
fare  con  culture  impure  è  certo:  e  che  nemmeno  il  van  Senus  abbia 
maneggiato  culture  pure  è  almeno  molto  probabile  :  certo,  per  questa 
veduta,  parlano  in  modo  indubbio  e  il  modo  d'isolamento  (un  pem- 
plice  tubo  ad  U  pieno  di  gelatina  per  tutta  anaerobiosi)  e  questa 
azione,  per  così  dire  facoltativa,  sulla  cellulosa,  qualora  agisca  in 
compagnia  di  altro  batterio  speciale:  osservazione  mai  più  confer- 
mata da  alcuno. 

Ma  vi  ha  di  più:  e  cioè  è  certo  che  se  prima  del  van  Senus  il 
potere  pectico  degli  amilobatteri  non  era  sospettato,  non  è  il  caso 
oggigiorno  di  ritenere  che  gli  studi  del  van  Senus  stesso,  anche 
se  dovessimo  ammetterli  condotti  con  colture  pure,  lo  abbiano  dimo- 
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strato:  porche  il  van  Senus  ha  esclusivamente  fatto  agire  i  suoi  ami- 
lobatteri  su  frammenti  vegetali  sterilizzati  col  calore  :  ossia  su  so- 
stanze pectiche  troppo  alterate  per  poterle  paragonare  colle  naturali. 

Dopo  il  van  Senus  gli  studi  sugli  amilobatteri  si  dividono  in  due 
direzioni  parallele  :  da  un  lato  se  ne  studia  l'azione  su  di  un  caso 
speciale  della  fermentazione  poetica  e  cioè  sulla  macerazione  delle 
piante  tessili  e  dall'altro  si  studiano  gli  amilobatteri  come  fermenti 
butirrici,  giusta  l'osservazione  del  Prazmowski.  In  questi  ultimi  tempi 
infine  si  è  arrivati  anche  ad  occuparsi  di  una  terza  proprietà  degli 
amilobatteri  e  cioè  sono  stati  identificati  con  una  parte  dei  fissatori 
d'azoto. 

Ma  noi,  bene  inteso,  non  ci  occuperemo  di  loro  che  per  quello 
che  riguarda  il  nostro  tema  e  cioè  in  quanto  sono  o  sono  creduti 
fermenti  pectioi:  se  non  che  da  questo  punto  di  vista  occorre  fare 
alcune  preliminari  considerazioni. 

E  cioè  se  da  un  lato  occorre  bene  mettere  in  rilievo  la  necessità 
di  distinguere,  in  questo  campo,  l'osservazione  dallo  esperimento,  dal- 
l'altro occorre  anche  asserire  che  gli  amilo  batteri  (non  per  nulla  li  ab- 
biamo definiti  in  precedenza  un  gruppo  artificiale)  si  rivelano  a  noi  esclu- 
sivamente all'osservazione  quando  presentano  la  colorazione  caratte- 
ristica: e  poiché,  da  quello  che  sappiamo  oramai  sulla  loro  biologia, 
questa  proprietà  è  labile,  così  può  darsi  benissimo  che  noi  ci  tro- 
viamo in  presenza  loro  senza  saperlo.  Viceversa,  quando  è  presente 
un  buon  numero  di  amilobatteri  colorati  specificamente,  non  solo  l'at- 
tenzione dell'osservatore  è  così  invincibilmente  attratta  dagli  stessi 
che  tutto  passa  in  seconda  linea,  incominciando  dai  batteri  non  co- 
lorati in  bleu  violetto,  ma  anche  molto  spesso  si  ha  l'impressione  ohe 
l'amilobatterio  si  trovi  in  cultura  pura:  mentre  ciò  non  è  assoluta- 
mente mai  vero  in  quanto  basta  colorare  il  materiale  e  magari  lo 
stesso  preparato  coi  colori  d'anilina  per  mettere,  come  scriveva  uno 
di  noi  nel  1903  (11),  in  evidenza  «  la  contemporanea  presenza  di  altre 
forme  batteriche,  in  genere  pili  piccole  delV amilo  batterio  e  che  sfuggi- 
vano alVesamA  precedente  ». 

Questo  premesso,  per  quello  che  riguarda  V osservazione  degU  amilo- 
batteri, rammenteremo  che  fino  dal  1903,  uno  di  noi  (12)  distingueva 
le  seguenti  forme  di  amilo  batteri  : 

a)  Bastoncini  sottili  ed  allungati,  ad  estremità  nette,  i  quali 
internamente  presentano  soltanto  qualche  corpicciattolo  colorabile 
in  bleu. 

b)  Bastoncini  della  stessa  forma  ma  colorabili  in  bleu  nella  loro 
totahtà.  Fra  questa  e  la  forma  precedente  esistono  tutte  le  forme  di 
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passaggio  in  modo  da  aversi  l'impressione  ohe  nei  bastoncini  il  nu- 
mero dei  granuli  colorabili  vada  crescendo  continuamente  fino  a 
riempire  tutta  la  cellula. 

c)  Bastoncini  uguali  ai  precedenti  ed  ancora  colorabili,  ma  mu- 
niti, ad  una  estremità,  di  una  spora  non  colorabile. 

d)  Forme  fusate,  con  una  linea  mediana  a  mò  di  carena,  colo- 
rabili per  quattro  quinti  in  bleu. 

Ed  aggiungeva  che  se  la  presenza  di  grandi  quantità  di  amilo- 
batteri,  e  sopratutto  quelli  descritti  sotto  la  lettera  a),  è  la  regola, 
nella  decomposizione  subacquea  della  patata,  della  barbabietola,  della 
zucca,  delle  foglie  di  Medicago  Iwpulina,  Mercurialis  annua,  Ama- 
ranthus  sp.,  possono  però  anche  essere  scarsi,  scarsissimi  e  mancare 
affatto,  come  mancarono,  nella  decomposizione  delle  foglie  e  delle 
radici  del  Raphanus  sativus. 

Nella  canapa,  ed  anche  nel  lino,  le  osservazioni  portarono  alla 
constatazione  della  presenza  di  tutte  le  quattro  forme  dianzi  enu- 
merate (subito  nei  primi  giorni  o  solo  con  qualche  giorno  d' inter- 
vallo e  spesso  anche  finita  la  macerazione);  per  altro  colle  seguenti 
modalità: 

1.  La  presenza  degli  amilo-batteri  non  è  costante  nella  canapa 
macerante. 

2.  Non  esiste  alcun  rapporto  tra  il  numero  degli  amilo-batteri 
presenti  e  lo  stato  di  fermentazione  della  canapa.  Così  nello  stesso 
fascio  di  fusti  se  ne  possono  trovare  alcuni  ben  fermentati  senza 
alcun  amilo- batterio  ed  altri  mal  fermentati  ricchissimi  di  amilo- 
batteri. 

3.  Essi  si  limitano  al  parenchima  corticale  e  non  si  addentrano 
fra  le  fibre  del  libro.  Rarissimamente  arrivano  alla  superficie  di 
queste  e  sempre  in  numero  esiguo  d'individui. 

Questi  risultati  deìV osservazione,  pili  o  meno  conformi  in  tutti  gli 
osservatori,  porterebbero  ad  una  sola  conclusione  e  cioè  che  nulla  pos- 
siamo dire  sul  valore  degli  amilo-batteri  nel  processo  di  decomposizione. 

Ebbene,  noi  crediamo  di  non  andare  errati  dicendo  che  invece 
tutti  gli  sperimentatori,  partendo  dal  pregiudizio  che  la  loro  presenza 
stesse  a  significare  importanza  si  sono  sforzati  di  dimostrare  questa 
importanza,  molto  spesso  chiudendo  gli  occhi  davanti  alla  verità. 

E  tralasciando  per  il  momento  le  dimostrazioni  indirette  che  della 
detta  importanza  alcuni  hanno  voluto  dare  perchè  ciò  farà  parte  di 
un  altro  lavoro,  ci  limiteremo  qui  a  mostrare  come  coloro  che  hanno 
tentato  di  dare  invece  la  dimostrazione  diretta  della  loro  asserzione 
hanno  seguito  certamente  la  via  logica  e  cioè  hanno  cercato  di  : 
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1.  Coltivare  artificialmente  dotti  amilo-batteri  e  isolarli  in  cul- 
tura pura. 

2.  Farli  agire  su  frammenti  vegetali  in  condizioni  di  anaerobiosi 
e  vedere  se  in  queste  condizioni  si  hanno  gli  stessi  effetti  che  nelle 
decomposizioni  naturali. 

3.  Preparare  chimicamente  le  sostanze  pectiche  (mittellamellen- 
substanz  dei  tedeschi)  e  riconoscere  se  le  culture  sopradette  dànno 
su  di  esse  origine  a  fenomeni  uguali  a  quelli  che  avvengono  nelle 
macerazioni  naturali. 

Questo  «  programma  »  per  altro  era  destinato  ad  incontrare  nel 
suo  svolgimento  una  serie  di  gravi  ostacoli,  che  ora  passeremo  rapi- 
damente in  rivista  : 

1.  Isolamento  e  cultura  degli  «  amilo-batteri  »: 

Fu  questo  certamente  ed  è  ancora  il  principale  poiché  il  giungere 
a  tanto  presentò  difficoltà  estreme;  ondo  se  gli  sforzi  di  molti  speri- 
mentatori fallirono  pienamente,  altri  sono  riusciti  soltanto  raramente. 
Ma  vi  ha  di  più  e  cioè  è  innegabile  che  tale  constatazione  getta  di 
per  sè  un'ombra  di  dubbio  sui  risultati  di  coloro  che  invece  vi  sono 
riusciti  facilmente,  perchè  in  queste  condizioni  è  facile  il  sospetto  che 
questi  ultimi  si  siano  ingannati  riguardo  alla  purezza  della  cultura. 

Per  persuadersi  ancora  meglio  di  questo  stato  di  cose  non  sarà 
male  parlare  brevemente  dei  microbi  pectici  anaerobici,  noti  nella 
letteratura  dopo  il  van  Senus. 

Il  primo  che  si  suole  citare  è  quello  descritto  dal  Winogradsky  (13) 
come  isolato  nel  suo  laboratorio  dal  Fibres  ;  per  quanto  il  Winogradsky 
non  dica  però  assolutamente  trattarsi  di  un  amiìo-batterio.  Però  di  questo 
batterio  non  abbiamo  saputo  nulla  di  preciso  dal  1895  ad  oggi  o  manca 
perciò  ogni  elemento  per  giudicare  se  si  trattasse  di  una  cultura  pura. 

Non  sappiamo  se  fu  facile  o  difficile  isolarlo  o  come  si  possa  an- 
cora oggi  riuscirvi,  e  inoltre  mancano  anche  elementi  per  giudicare 
se,  oltre  la  pectina,  egli  non  fosse  per  caso  in  condizioni  di  attaccare  la 
cellulosa  almeno  in  parte.  Vero  è  che  l'Omeliansky  (14)  lo  ha  usato 
sulla  canapa  in  contrapposto  del  suo  microbo  della  cellulosa,  ma  resta 
però  il  fatto  che  la  filaccia  di  lino  ottenuta  con  detto  microbo  aveva  per- 
duta la  resistenza  e  sembrava  troppo  macerata.  Di  modo  che  o  la  cul- 
tura era  impura  o  il  microbo  non  era  specifico  per  le  sostanze  pectiche. 

Anche  il  microbo  del  Behrens  (15)  è  ben  poco  noto.  Esso  appar- 
tiene alla  categoria  dei  difficili,  in  quanto  fu  isolato  una  sola  volta 
dalla  canapa  macerante  sopra  delle  ostie  e  diese  ging  leider  schon  nach 
einìger  Zeit,  wàhrend  der  nur  wenige  Versuche  mit  ihr  gemacht  werden 
konnten,  ein,  und  die  Isolierung  gelang  nicht  wieder. 
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E880  è  anche  imperfettamente  descritto  (manca  totalment«  ogni 
descrizione  di  caratteri  morfologici  della  cultura  in  mezzi  nutritivi 
solidi)  e  inoltre  non  si  capisce,  nel  lavoro  del  Behrens,  se  sia  stato 
fatto  agire  su  frammenti  di  canapa  sterili  perchè  per  quanto  lo  di- 
chiari capace  «  mit  Reinkulturen..  ,  die  Textilfasern  dea  Hanfes  zu  iso- 
lieren  »  non  ricorda  particolarmente  tali  esperienze  eseguite  col  detto 
«  Clostridium  »  quando  invece  nel  secondo  lavoro  (16),  fatto  sui 
microbi  pectici  aerobici,  ricorda  e  specifica  bene  il  modo  di  condurre 
le  medesime.  Certo  davanti  al  lavoro  del  Beherens  si  resta  incerti  da 
molti  punti  di  vista. 

Il  Beijerinek  (17)  ha  coltivato  facilmente  due  amilo-batteri,  il  Cfra- 
nulobacter  pectinovorum  ed  il  O.  urocephalum,  isolati  nella  macerazione 
del  lino;  il  primo  anaerobio  stretto,  facoltativo  il  secondo. 

Però  egli  ha  visto: 

1.  Ohe  una  leggera  aereazione  favorisce  il  processo  di  macera- 
zione di  cui  li  ritiene  gli  agenti,  onde  ritiene  anche  che  nemmeno 
per  il  G.  pectinovorum  si  debba  in  definitiva  parlare  di  anaerobici 
obbligati  ma  di  organismi  microaerofili.  Il  che  certo  è  in  contraddi- 
zione coli 'obbligata  anaerobiosl  culturale  del  microbo. 

2.  Che  tutti  i  suoi  granulobatteri  alle  volte  posseggono  delle 
forme  sporigene  ma  non  clostridiche,  non  colorantisi  in  bleu  collo  jodo 
e  che  egli  chiama  luftformen. 

Onde  da  queste  constatazioni  alla  ipotesi  che  si  tratti  di  cultura 
impura  non  corre  che  un  passo  molto  piccolo. 

Lo  Stòrmer  (18)  ha  indicato  causa  della  macerazione  del  lino  e 
della  canapa  un  suo  Plectridium  pectinovorum  ma  che  nemmeno 
questo  fosse  puro  è  reso  probabile  dalle  seguenti  considerazioni: 

1.  L'anaerobiosi  del  P.  pectinovorum  è  ottenuta  soltanto  coi  tubi 
Buchner  al  pirogallato  di  soda  (!?). 

2.  Esso  è  un  anaerobio  molto  poco  obbligato,  se  basta  coltivarlo 
aerobicamente  in  gelatina  e  quivi  si  contenta  di  crescere  in  profondità. 

E  queste  due  osservazioni  sono  naturalmente  in  contraddizione 
colle  difficoltà  incontrate  da  altri  per  isolarlo  pure  in  via  anaerobica 
stretta.  Ma  ancora  : 

3.  Non  sono  descritte  con  sufficiente  precisione  le  dette  colonie 
in  gelatina. 

4.  Non  sono  descritte  le  culture  in  patata  col  pretesto  che  esse 
non  sono  caratteristiche  (!?) 

5.  Quando  si  tratta  di  descrivere  le  sue  proprietà  verso  la  ca- 
napa cotta  ed  il  lino,  rimanda  a  quello  che  ha  fatto  analogamente 
il  Behrens,  che,  come  vedemmo,  non  è  punto  chiaro,  per  conto  suo. 
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6.  Infine  non  si  comprende  perchè  un  microrganismo  così  poco 
anaerobico  non  sia  capace  da  solo  di  macerare  la  canapa  in  presenza 
di  ossigeno.  Almeno  quello  di  Behrens  era  obbligato! 

Come  si  vede  il  dubbio  che  tutte  queste  così  dotte  culture  'pure  di 
amilo  batteri  siano  molto  probabilmente  invece  culture  impure  che 
contengono  anche  gli  amilo-batteri  è  legittimo  :  e  per  noi  la  riprova 
migliore  di  detto  dubbio  è  dato  dal  fatto  che  tutte  le  specie  esami- 
nate fin  qui  da  noi  sono  state  dichiarate  dal  Bredemann  (18)  come 
eguali  e  rientranti  tutte  nella  sua  nuova  concezione  speciografica  di 
Bacillus  amylobacter  A.  M.  et  Bredemann. 

Questa  asserzione,  che  sembra  paradossale,  è  invece  legittima  e  per 
convincersene  basta  riflettere  che 

1.  L'anaerobiosi  usata  dal  Bredemann  è  molto  più  stretta  e  più 
precisa  di  quella  di  tutti  i  suoi  predecessori  ed  inoltre  sempre  co- 
stante; di  modo  che  là  dove  il  Bredemann  ha  esaminato  le  culture 
originali  avute  dallo  Stòrmer  e  dal  Beijerinck  ha  probabilmente  in 
realtà  coltivato  gli  amilo-batteri  che  si  contenevano  nelle  culture  im- 
pure. E  ciò  tanto  più  facilmente  in  quanto  come  sappiamo  : 

2.  Il  Bredemann  coltiva  i  suoi  microrganismi  passandoli  per 
lunghi  mesi  di  coltura  in  coltura,  dopo  avere  distrutto  col  calore 
ad  80°  le  forme  vegetative. 

3.  Vi  sono  molti  dubbi  che  anche  le  culture  del  Bredemann  siano 
pure:  poiché  anche  egli  trova,  oltre  ad  un  polimorfismo  discordante 
da  tutte  le  nostre  conoscenze  in  fatto  di  cultura  pura,  anche  delle 
forme  aeree. 

Concludendo,  il  dubbio  che  nessuno  abbia  ancora  avuto  nelle  mani 
gli  amilo-batteri  in  cultura  pura  è  più  che  legittimo  e  per  risolverlo 
occorre  che  gli  sperimentatori  si  pongano  d'ora  innanzi  al  sicuro  non 
usando  più  che  culture  monocitogenetiche  (19);  il  che  nessuno  (nem- 
meno il  Bredemann),  ha  ancora  compiuto.  Il  primo  passo,  anzi  la  con- 
dizione indispensabile  verso  la  dimostrazione  del  potere  poetico  degli 
amilo-batteri,  è  dunque  forse  mancata. 
Per  il  secondo  e  cioè  suU' 

2.  Azione  degli  amilo-batteri  sui  frammenti  vegetali,  la  cosa  è  an- 
cora più  grave  in  quanto  è  certo  che  nessuno  sperimentatore  si  è 
curato  di  evitare  l'errore  del  van  Senus,  di  fare  agire  cioè  le  sue  culture 
pure  su  frammenti  vegetali  che  non  avessero  subito  l'azione  del  ca- 
lore; trascuranza  della  quale  uno  di  noi,  in  parecchie  memorie,  ha 
messo  in  rilievo  l'importanza  con  osservazioni  e  dimostrazioni  che 
non  è  il  caso  qui  di  ripetere;  importanza  che  il  presente  lavoro  ac- 
crescerà senza  dubbio,  trascuranza  colposa,  in  quanto  ottenere  da 
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frammenti  vegetali  sterili  senza  ricorrrere  al  calore  non  è  poi  molto 
difficile  anche  se  è  alquanto  incomodo. 

Certo  è  comunque  che  l'azione  di  un  microbo  verso  un  vegetale 
cotto  può  non  essere  eguale  a  quella  che  esercita  verso  lo  stesso  ve- 
getale crudo  e  che  quindi  tutte  le  esperienze  compiute  in  questa  guisa 
non  hanno  che  scarso  valore  probativo  (20). 

È  probabile  che  di  questa  deficienza  dimostrativa  gli  esperimen- 
tatori si  siano  accorti;  ed  invero,  molto  spesso,  hanno  cercato  di  gi- 
rare la  questione  e  cioè  cercato  di  determinare  il  potere  pectico  dei 
microbi  usati  collo  studiare  1' 

3.  Azione  delle  culture  sulle  sostanze  pectiche  preparate  artificial- 
mente. Ma  nemmeno  sul  valore  di  queste  esperienze  è  il  caso  di  con- 
tare. Rimandiamo  per  questo  alla  rivista  critica  fatta  dal  dott.  Do- 
menico Carbone  (e  contenuta  nella  memoria  di  uno  di  noi  intitolata 
«  Terzo  contributo  allo  studio  della  macerazione  della  canapa  ?>)  (21) 
sulle  nostre  conoscenze  a  proposito  delle  sostanze  pectiche,  dalla 
quale  rivista  risulta  che,  alla  fin  fine,  nulla  sappiamo  a  proposito  delle 
sostanze  pectiche  considerate  come  entità  chimiche,  come  non  sap- 
piamo nulla  dei  loro  prodotti  di  decomposizione. 

E  perciò  qualunque  esperienza,  fondata  sui  prodotti  di  decompo- 
sizione di  ipotetiche  sostanze  pectiche  per  parte  di  microrganismi,  non 
potrà  ragguagliarci  in  nulla  sul  valore  dei  microrganismi  stessi  di 
fronte  alle  vere  sostanze  intercellulari,  tanto  più  che  essi  microrga- 
nismi agiscono,  con  ogni  probabilità,  per  mezzo  di  fermenti  solubili, 
la  specificità  dei  quali  è  ben  nota  e  la  cui  azione  può  essere  abolita 
semplicemente  col  fare  cambiare  di  stato  alla  sostanza  che  devono  at- 
taccare. Di  modo  che  se  si  afferma  che  il  Granulobakier  pectinovorum 
di  Beijerinck  e  van  Delden  produce  dalle  sostanze  pectiche,  prima 
zuccheri  (xilosio  e  galattosio)  e  poi  in  seguito  li  decompone  con 
produzione  di  gas  e  acido  butirrico  e  che  il  microbo  di  Behrens  le 
trasforma  in  galattosio  ed  in  altro  pectosio  infermentescibile,  queste 
osservazioni  sono  vere  solo  a  patto  di  intenderci  in  precedenza  sul 
valore  delle  parole  e  purché  non  ci  permettiamo  di  tirare  delle  con- 
clusioni arbitrarie  e  nullamente  giustificate  dalle  nostre  conoscenze, 
Le  sostanze  pectiche  degli  autori  sono  in  ultima  analisi  degli  infusi 
a  caldo  più  o  meno  bolliti,  in  cui  tutto  il  coagulabile  è  stato  coagu- 
lato, il  precipitabile  a  caldo,  precipitato,  l'idrolizzabile  col  calore 
forse  idrolizzato  ;  e  perciò  in  nessun  modo  confrontabili  colle  sostanze 
delicatissime  ohe  noi  sappiamo  esistere  fra  cellula  e  cellula,  e  che 
possiamo  mettere  abbastanza  bene  in  rilievo  coi  reattivi  microchi- 
mici. In  questa  condizione  di  cose  è  chiaro  che  nemmeno  il  battere 
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questa  strada  per  dimostrare  il  potere  pectico  degli  amilo-batteri  ha 
potuto  dare  risaltati  convincenti. 

Concludendo  non  è  troppo  azzardato  affermare  che  le  nostre  at- 
tuali conoscenze  portano  tutto  al  più  ad  ammettere  che  il  potere 
pectico  degli  amilo-batteri  può  essere  sospettato,  ma  non  è  certo  stato 
dimostrato  in  modo  indubbio.  E  questo  è  avvalorato  dal  fatto  che 
invece,  per  l'altra  categoria  di  microrganismi  pectici,  quella  degli  aero- 
bici, la  dimostrazione  del  loro  valore  è  data  in  modo  completo  e 
scevra  di  ogni  obbiezione  possibile. 

II. 

In  questa  condizione  di  cose  abbiamo  cercato  anche  noi  (1)  nei 
limiti  delle  nostre  forze  di  portare  un  piccolo  contributo  a  queste 
complesse  questioni.  Ci  servirono  come 

Materiale  di  stvdio,  molto  facili  ad  essere  procurati  e  da  noi  e  da 
chi  avesse  vaghezza  di  controllare  le  nostre  ricerche,  dei 

a)  Pezzi  di  patata  cruda,  in  tubi  di  acqua  non  sterile,  lascian- 
doli in  termostato.  Naturalmente  solo  quelli  nei  quali  si  aveva  la  ca- 
ratteristica e  ben  nota  decomposizione  con  fenomeni  di  fermenta- 
zione butirrica,  descritta  del  resto  fino  dal  1903  da  uno  di  noi  (22), 
erano  presi  in  esame,  trascurandosi  gli  altri, 

h)  Frammenti  di  bacchetta  di  canapa,  macerante  spontanea- 
mente con  acqua  di  Scrino. 

I  fenomeni  spontanei  rilevabili  coU'osservazione  di  questi  due  ma- 
teriali sono  stati  ricordati  precedentemente  in  questo  lavoro  ed  al- 
trove e  non  è  qui  il  caso  di  insistervi. 

Poche  volte  coi  microbi  derivanti  da  questo  materiale  avemmo 
occasione  di  fare  delle  culture  aerobiche  e  la  gran  maggioranza  fu 
certo  anaerobica.  Onde,  sempre  allo  scopo  di  permettere  il  controllo 
preciso  di  quanto  abbiamo  fatto,  non  sarà  inutile  dire  qualclie  cosa  dei 

Melodi  di  anaerobiosi  che  abbiamo  usato,  sia  per  piastre  isolanti, 
sia  per  culture  in  tubi. 

Tra  gli  apparecchi  che  si  adattano  per  piastre,  più  convenienti  si 
presentavano  i  diversi  tipi  costruiti  in  vetro  con  chiusura  a  sme- 
riglio. 


(1)  Per  Ift  verità  ho  l'obbligo  di  dichiarare  che  la  completa  esecuzione 
della  parte  sperimentale  del  presente  lavoro  è  dovuta  al  Dott.  Matteo 
Ciaccia.  G.  Rossi. 


334 


Ricorderemo  fra  questi  i  diversi  tipi  Novy  e  Mayer.  Essi  sono  co- 
modi per  pulizia,  facilità  di  operazioni  e  comodità  nel  trasporto.  Ma 
nel  caso  speciale  non  si  potevano  adoperare  con  semplice  corrente  di 
idrogeno,  perchè  ne]  termostato  questo  gas,  e  gli  altri  che  si  sviluppa- 
vano dalla  fermentazione,  dilatandosi,  aprivano  l'apparecchio  alterando 
gravemente  le  condizioni  dell'esperimento.  Col  vuoto  la  maggior  parte 
di  essi,  almeno  quelli  che  ci  sono  capitati  nelle  mani,  si  inutiliz- 
zavano per  l'incastrarsi  dei  rubinetti. 

Non  possiamo  tralasciare  del  resto  di  rilevare  come  dato  il  nu- 
mero e  l'estensione  delle  superficie  di  chiusura,  non  sia  facile  trovare 
apparecchi  che  tengano  perfettamente  il  vuoto  per  10-15  giorni. 

L'apparecchio  Botkin  invece  dà  garanzia  assoluta  di  perfetta  chiu- 
sura per  tutta  la  durata  della  esperienza  non  solo,  ma  l'olio  di  va- 
sellina  agisce  come  una  valvola  di  sicurezza  che  permette  la  fuori- 
uscita di  gas  quando  la  tensione  di  questo  aumenta  nell'apparecchio. 
È  incomodo  però  per  la  poca  pulizia  e  perchè,  non  potendo  funzio- 
nare che  con  una  corrente  di  idrogeno,  occorre  un  tempo  piuttosto 
lungo  per  avere  un  sufficiente  grado  di  anaerobiosi.  Effettivamente 
questo  mezzo  di  scacciare  l'aria  dagli  apparecchi,  più  che  uno  spo- 
stamento, è  una  diluizione  successiva  di  essa  a  mezzo  di  idrogeno,  e 
si  comprende  quindi  come  il  tempo  per  ottenerne  una  sufficiente, 
resti  moltiplicato.  Perciò,  per  quanto  dopo  numerosi  tentativi,  questo 
fosse  il  metodo  adottato  per  le  piastre,  risultati  positivi  si  ottennero 
solo  quando  si  spinse  la  durata  del  passaggio  dell'idrogeno  sino  a 
7-8  ore. 

Diversa  la  questione  si  presentava  per  le  culture  in  tubi,  poiché 
per  questi,  quando  siano  chiusi  in  altri  apparecchi,  la  semplice  cor- 
rente di  idrogeno,  anche  prolungata  di  molto,  non  è  sufficiente  a 
spostare  l'aria  dall'  interno,  specie  se  sono  tappati. 

Occorse  quindi  adoperare  il  vuoto. 

Scartato  il  metodo  di  preparare  singolarmente  i  diversi  tubi,  sia 
per  la  quantità  di  materiale  degli  esperimenti,  sia  perchè  questo  non 
permette  l'osservazione  del  contenuto  di  essi  in  diversi  periodi  del- 
l'esperienza stessa,  si  cercò  un  apparecchio  adatto.  Dei  diversi  tipi 
già  ricordati,  meglio  corrispose  quello  Novy  con  rubinetto  superiore 
orizzontale,  poiché  questo  è  sottratto  alla  conseguenza  della  pressione 
negativa  del  vuoto,  la  quale  agisce  su  di  esso  lateralmente.  Ma  assai 
pili  comodo,  sicuro  ed  economico  si  mostrò  l'apparecchio  di  Marin- 
cola  (23)  (modificazione  di  quello  di  Bulloch).  Si  tratta,  come  è  noto, 
di  una  campana  ad  orlo  smerigliato,  che  poggia  su  una  lastra  ugual- 
mente smerigliata  ;  il  tutto  è  contenuto  in  una  bacinella  di  zinco 
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alta  8-10  cmc.  La  chiusura  inferiore  è  garantita  da  paraffina  dura 
(punto  di  fusione  60-100°)  ricoperta  da  olio  di  vasellina,  per  evitare 
le  screpolature  e  il  distacco  di  essa. 

Superiormente  la  campana  è  munita  di  collo  cui  si  adatta  un 
tappo  a  due  fori  con  tubi  di  vetro,  uno  di  essi  raggiunge  il  fondo, 
l'altro  si  ferma  alla  superficie  inferiore  del  tappo.  Questo  si  fa  scen- 
dere per  1-2  cm.  al  disotto  dell'orlo  superiore  e  questo  spazio  si 
riempie  accuratamente  di  parafSna. 

L'apparecchio  si  faceva  funzionare  con  vuoto  e  riempimento  suc- 
cessivo di  idrogeno,  e  ciò  per  quattro,  cinque  volte  e  si  chiudeva 
con  un  vuoto  parziale  strozzando  alla  lampada  i  due  tubi  di  vetro. 

L'operazione,  colla  nostra  pompa  ad  acqua  tipo  Miinchen,  durava 
circa  quattro  ore  e  si  raggiungeva  un  vuoto  corrispondente  a  circa 
mm.  280  di  mercurio,  che  si  conservava  anche  per  parecchi  giorni  (15-20). 

Abbiamo  anche  tentato  il  metodo  che  va  col  nome  di  Liborius- 
VieUion.  Ma  la  nostra  esperienza  ci  induce  a  ritenere  che  se  esso 
potrà  rendei  e  preziosi  servigi  in  altri  casi  e  forse  in  patologia,  non 
è  possibile  approfittarne  quando  si  tratti,  come  nel  nostro  caso,  di 
studiare  germi  capaci  di  far  fermentare  le  diverse  sostanze  idro-car- 
bonate contenute  nel  terreno  nutritivo.  Poiché  ogni  colonia,  anche 
se  sola  in  un  tubo,  diventava  il  punto  di  origine  di  bolle  e  di  spac- 
cature del  terreno,  che  non  permettevano  nassuna  garanzia  di  iden- 
tità della  colonia  stessa  e  impedivano  assolutamente  di  rilevarne  i 
caratteri. 

Questo  difetto  del  metodo  è  stato  del  resto  già  notato  e  si  è  pro- 
posto, per  impedire  l'inconveniente,  l'aggiunta  all'agar  di  nitrato  so- 
dico all'I  %.  Noi  non  neghiamo  che  tale  modificazione  possa  qualche 
volta  limitare  o  impedire  nelle  culture  lo  sviluppo  di  gas  ;  certo  però 
nei  caso  nostro  la  quantità  di  esso  diveniva  maggiore. 

Qualche  parola  preliminare  merita  anche  la  preparazione  dei 

Terreni  di  cultura,  i  quali  consistettero  oltre  che  nei  comuni  ter- 
reni glucosati  a  base  di  agar  e  delle  solite  patate  alla  Roux,  in 
frammenti  di  canapa  e  patata  contenuti,  insieme  con  acqua  di 
Scrino,  in  tubi  da  saggio  e  sterilizzati  per  mezz'ora  all'autoclave. 
E  negli  stessi  frammenti  ottenuti  invece  sterilmente  senza  impiego 
di  calore  mediante  i  metodi  di  uno  di  noi.  Rossi,  e  descritti  a  suo 
luogo;  e  più  propriamente  il  metodo  asettico  per  la  patata  (24)  ed 
il  metodo  airH202  per  la  canapa  (25).  Sulla  ragione  della  scelta  di 
questi  ultimi  sarebbe  ozioso  insistere  ancora. 

Rispetto  a  questi  terreni  occorre  però  ancora  far  osservare  che  tio 
la  cultura  in  un  terreno  liquido  contenuto  ad  alto  strato  in  tubi 
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presenta  delle  condizioni  di  parziale  anaerobiosi,  in  quanto  gli  strati 
inferiori  sono  poveri  di  ossigeno,  e  pur  considerando  che  è  dimostrato  (26) 
che  pezzi  di  vegetali  viventi  immersi  in  un  terreno  liquido  favoriscono 
la  vita  anaerobica  analogamente  a  quanto  fanno  alcuni  tessuti  animali 
(metodo  Tarozzi),  per  altro  queste  speciali  condizioni  di  ambiente 
respiratorie  furono  insufficienti  a  conservare  la  vita  dei  germi  stretta- 
mente anaerobici  da  noi  isolati,  come  avremo  occasione  di  indicare 
volta  per  volta. 

Coi  materiali  anzidetti  ci  accingemmo  sempre  a  tentare  l'isola- 
mento dei  germi.  Fu  però  prima  necessario  pensare  ad  un 

Processo  di  arricchimento,  ossia  a  dirigere  i  nostri  sforzi  ad  otte- 
nere un  materiale  nel  quale,  pur  conservandosi  caratteristica  la  fer- 
mentazione da  studiare,  fosse  il  più  possibile  limitato  il  numero  dei 
germi,  diremo  così,  secondari  rispetto  al  fenomeno  stesso.  A  questo 
scopo  lavorammo  colla  patata,  dopo  aver  constatato,  con  opportune 
e  ripetute  osservazioni,  che  il  numero  dei  germi  colorantisi  in  bleu 
collo  iodo  e  occupanti  gli  interstizi  delle  cellule  erano  in  maggior  quan- 
tità dalle  48  alle  72  ore.  Sull'inizio  del  processo,  effettuammo  dei  pas- 
saggi in  serie,  sempre  in  questo  periodo  e  previa  osservazione  micro- 
scopica, in  tubi  di  patata  cruda  in  acqua,  preparati  col  metodo  Rossi. 

Nelle  culture  così  ottenute  la  decomposizione  della  patata  si  av- 
verava con  gli  stessi  caratteri  e  non  rimaneva  ritardata.  Evidente- 
mente però  il  liquido  era  meno  torbido  e  meno  attivi  i  processi  pu- 
trefattivi che  si  sovrappongono  comunemente  quando  già  avanzata 
è  la  «  fermentazione  butirrica  ». 

Come  si  vede  noi  utilizzavamo,  pel  processo  di  arricchimento  di 
cui  andavamo  in  cerca,  sia  AqWq  condizioni  favorevoli,  Sidi.  uno  speciale 
mezzo  nutritivo,  sia  il  trapianto  in  un  periodo  in  cui  i  germi  da 
studiare  avevano  evidentemente  il  sopravvento. 

Questa  semplificazione  della  formula  batterica  della  fermentazione 
in  esame  fu  il  primo  passo  per  giungere  all' 

Isolamento  dei  germi.  —  A  questo  scopo,  la  considerazione  fon- 
data, sia  su  vedute  teoriche,  sia  sulle  osservazioni  ripetute,  che  ì 
pezzi  di  patata  in  acqua  comunque  preparati  rappresentavano  un 
terreno  specialmente  favorevole  ai  germi  in  quistione  ci  consigliò  di 
tentare  prima  di  ogni  altro  l'isolamento  in  esso. 

E,  tenuto  presente  che  si  trattava  di  un  mezzo  nutritivo  liquido, 
il  solo  metodo  possibile  fu  quello  della  diluizione.  I  risultati  ci  die- 
dero ragione  e  furono  assai  interessanti,  come  or  ora  diremo. 

Le  modalità  adoperate  furono  le  seguenti.  Partendo  da  una  cul- 
tura mista  che,  per  il  numero  dei  passaggi  (10-12)  e  per  il  periodo 
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di  sviluppo  (60  ore),  rappresentavano  il  massimo  di  arricchimento  in 
germi  che  si  coloravano  in  bleu  col  iodio,  se  ne  preparava  una  di- 
luizione in  acqua  sterile  tale  che  in  una  goccia  pendente,  ottenuta 
da  una  pipetta  capillare  appositamente  preparata,  fosse  possibile  cal- 
colare approssimativamente  il  numero  dei  germi.  Ciò  fatto,  da  questa 
prima  diluizione  se  ne  otteneva  una  seconda  in  cui  il  numero  dei 
germi  fosse,  ancora  approssimativamente,  uno  per  ogni  goccia  della 
pipetta  adoperata;  e  questa  seconda  diluizione  si  diluiva  ancora  nella 
proporzione  di  1-4.  Sempre  approssimativamente  quindi  in  questa 
ultima  diluizione  doveva  trovarsi  un  germe  su  ogni  cinque  goccie. 

Ciò  fatto  si  preparavano  delle  serie  di  100  tubi  di  patata  in  acqua 
■sterilizzati  all'autoclave  e  si  inquinavano  ciascuno  con  una  goccia 
della  terza  diluizione. 

Si  ottenne  così  da  prima  che  i  due  terzi  dei  tubi  per  ogni  serie 
restassero  sterili  ;  il  che  dimostrava  che,  pur  non  essendo  i  calcoli 
delle  diluizioni  matematicamente  esatti,  le  condizioni  dell'esperienza 
si  conservavano  nei  limiti  propostici  di  ottenere  che  il  numero  dei 
germi  fosse  di  molto  inferiore  al  numero  delle  goccie  ;  ma  poi,  nella 
maggior  parte  di  tubi  in  cui  c'era  sviluppo  di  germi,  si  verificò 
una  fermentazione,  che,  se,  per  i  caratteri  essenziali,  si  identificava 
con  quella  da  noi  studiata,  ne  differiva  per  altri  acquistando  una 
fisionomia  del  tutto  speciale.  Poiché  in  detti  tubi  verso  le  24  ore 
dalla  semina  incominciava  ad  apparire  sui  pezzi  di  patata  uno  svi- 
luppo di  bollicine  piccole  e  rare  in  principio,  numerosissime  ed  uni- 
formi in  seguito  ed  affioranti  alla  superficie,  dove  formavano  il  solito 
strato  di  spuma  alto  12  cm. 

Ma  a  differenza  di  quanto  si  era  verificato  fin  qui,  questa  rima- 
neva bianchissima,  non  si  ricovriva  di  pellicola  ed  il  liquido  restava 
perfettamente  limpido  sino  dopo  le  48  ore  di  crescita,  e  solo  dopo 
diventava  di  un  aspetto  leggermente  lattiginoso,  che  per  nulla  ricor- 
dava quello  delle  culture  impure. 

L'odore  butirrico  era  penetrante  e  caratteristico  sin  dal  principio, 
e  i  pezzi  di  patata  si  portavano  rapidamente  alla  superficie. 

Nessuna  traccia  si  aveva  della  colorazione  rosea  che  spesso  accom- 
pagna il  fenomeno  quando  si  produce  spontaneamente  nella  patata, 
e  di  quella  consistenza  mucosa  che  quasi  costantemente  liquido  e 
patata  assumono  e  che,  se  era  diminuito  nel  processo  di  arricchi- 
mento, non  era  sparito  completamente. 

L'osservazione  microscopica  sia  del  liquido  di  cultura,  sia  del  tes- 
suto di  patata  dimostrava  non  solo  una  enorme  quantità  di  germi 
che  per  la  forma,  la  colorabilità  collo  iodio,  la  disposizione  alla  peri- 
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feria  delle  cellule  erano  identici  a  quelli  osservati  nelle  fermentazioni 
impure  :  ma,  ciò  che  è  più  importante,  dava  l'impressione  di  una  cul- 
tura pura. 

Per  controllare  ciò,  da  ciascuno  di  questi  tubi  si  inquinarono 
altri  tubi  sia  di  patata  in  acqua  sterilizzata  all'autoclave,  sia  di 
patata  in  acqua  preparata  col  metodo  Rossi,  sia  di  patata  alla  Roux. 
Ma  di  tutti  questi  solo  nei  secondi  (tubi  di  patata  Rossi)  si  ripetè 
la  fermentazione  con  gli  stessi  caratteri,  mentre  quelli  alla  Roux,  e 
quelli  di  patata  in  acqua  sterilizzati  all'autoclave  restarono  sterili. 
Da  queste  culture  in  tubi  di  Rossi  si  riseminarono  di  nuovo,  tubi  di 
patata  in  acqua  sterilizzati  all'autoclave,  patate  alla  Rossi  e  patate 
alla  Roux;  ma  questa  volta  tutti  restarono  sterili. 

L'esperienza  fu  ricominciata  da  principio  e  ripetuta  parecchie 
volto  sempre  con  gli  stessi  risultati,  ad  escludere  che  si  trattasse  di 
un  fatto  accidentale. 

La  spiegazione  completa  di  tale  risultato,  a  prima  vista  strano, 
non  poteva  venire  se  non  dopo  clie  avessimo  avuto  nelle  mani  una 
cultura  pura  controllata.  Convinti  ad  ogni  modo  che  le  colture  ot- 
tenute per  diluizione,  pure  o  poco  inquinate  che  fossero,  non  si  svi- 
luppavano nei  passaggi  successivi  perchè  vi  si  opponeva  qualcuna 
delle  condizioni  adottate,  cambiammo  indirizzo. 

E  certo  per  germi  sospettati  anaerobici  l'ossigeno  atmosferico  me- 
ritava tra  le  altre  condizioni  la  maggiore  attenzione.  Poiché  doven- 
dosi ammettere  che  non  era  possibile  determinare  a  priori  fino  a  che 
punto  le  condizioni  sperimentali  dell'ambiente  fossero  sufficienti  allo 
sviluppo  del  germe  che  si  voleva  isolare,  la  garanzia  della  purezza 
ci  doveva  venire  soltanto  da  culture  ottenute  da  colonie  isolate  su 
terreni  solidi  con  caratteri  ben  definiti  e  costanti.  Si  passò  perciò 
a  tentativi  culturali  con  piastre  di  agar  glucosato  e  di  patate  in  ap- 
parecchi di  Botkin. 

Per  la  semina  si  adoperarono  le  culture  ottenute  col  metodo  delle 
diluizioni,  come  quelle  che  offrivano  per  lo  meno  il  pili  piccolo  in- 
quinamento. 

Esse  venivano,  con  pennelli  sterili,  distribuite  successivamente  su 
numerose  piastre  di  agar  glucosato  e  di  patate  semplici  e  spalmate 
di  carbonato  di  calcio.  Così  operando,  sulle  prime  si  otteneva  il  più 
delle  volte  un  solo  tipo  di  colonie  piccole,  staccate  e  ben  definite. 
Le  piastre  di  patate  invece  venivano  per  lo  più  invase  da  una  pa- 
tina cremosa.  confluente,  e  sole  le  ultime  piastre  spennellate  presen- 
tavano colonie  staccate.  L'osservazione  microscopica  dimostrò  trat- 
tarsi di  germi  che  si  coloravano  in  bleu  collo  iodo  ed  erano  morfolo- 
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gicamente  uguali  a  quelli  che  si  osservavano  nella  decomposizione 
spontanea  della  patata. 

Dalle  colonie  di  agar  si  seminarono  di  nuovo  culture  in  tubi  di 
agar  glucosato  e  patata  in  acqua  sterilizzata  all'autoclave,  patate 
alla  Rossi  e  alla  Roux,  con  e  senza  carbonato  di  calcio. 

Chiudendo  tali  tubi  in  apparecchi  di  anaerobiosi  il  successo  fu 
completo  poiché  si  ebbe  sempre  sviluppo  e  si  poterono  così  studiare 
le  culture  ottenute  controllandone  la  purezza  e  determinandone  i  di- 
versi caratteri  morfologici  e  biologici. 

Con  questi  metodi  isolammo  tre  diversi 

Tipi  di  anaerobiotici.  —  Il  primo  tipo  (del  quale  ottenemmo  ben 
5  stipiti  tutti  identici)  fu  isolato  dalla  canapa  ed  è  un  amilobatterio 
che  morfologicamente  può  assumere  le  forme  che  più  di  frequente  si 
osservano  nella  fermentazione  butirrica  della  patata  (forme  a  na- 
vicella). 

Èl  un  batterio  strettamente  anaerobio  piuttosto  corto  e  tozzo 
(3-5  [j.  di  lunghezza  e  f^.  di  spessore)  che  anche  nelle  culture  più 
giovani  e  rigogliose  dimostra  un  certo  polimorfismo.  Poiché  vi  si  ri- 
scontrano sempre  delle  forme  caratteristiche  a  navicella,  di  quelle  a 
bacillo  corto,  e  di  quelle  con  un  estremo  rigonfiato.  Tutte  sono  do- 
tate di  un  lento  movimento  serpiginoso  osservate  in  corrente  di 
idrogeno;  si  colorano  in  bleu  collo  iodo  a  zone  più  o  meno  estese  sino 
al  7°-8°  giorno  di  crescita  a  seconda  del  terreno  nutritivo  e  fin  che 
il  processo  di  sporificazione  non  sia  molto  avanzato.  Formano  spore 
grosse,  ovali,  uniformi,  relativamente  poco  rifrangenti,  che  si  la- 
sciano penetrare  da  coloranti  energici  anche  senza  macerazione.  Si 
colorano  facilmente  con  tutti  i  colori  di  anilina  e  resistono  al  me- 
todo di  Gram. 

Cresce  bene  in  patata  cruda  in  acqua  aUa  Rossi,  in  patata  in 
acqua  sterilizzata  all'autoclave,  in  patate  alla  Roux  semplici  o  con 
carbonato  di  calcio  e  meno  bene  in  agar  glucosato,  in  canapa  in 
acqua  sterilizzata  con  H2O2  o  all'autoclave. 

Nei  tubi  di  patata  in  acqua  sterilizzati  all'autoclave  dopo  24  ore 
è  già  avviata  la  fermentazione,  evidente  per  il  sollevarsi  del  pezzo 
di  patata  e  per  l'apparire  alla  superficie  e  nello  spessore  di  esso  di 
piccolo  e  numerosissime  bollicine,  le  quali  salgono  continuamente  alla 
superficie,  dove  formano  uno  strato  spumoso  bianchissimo,  alto  1-2 
centimetri. 

L'acqua,  completamente  limpida  in  principio,  diventa  leggermente 
lattiginosa  in  seguito,  ed  al  fondo  del  tubo,  o  sulle  pareti,  si  forma 
un  deposito  polverulento  che  va  man  mano  aumentando. 
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Esso,  agitando  il  tubo,  rende  il  liquido  opaco,  torbido,  bianca- 
stro. Il  pezzo  di  patata  non  si  disgrega  sbattendo  il  tubo  e  ricade 
al  fondo  a  fermentazione  finita. 

Su  patata  alla  Roux  al  3°  giorno  appaiono  delle  colonie  piccole 
staccate,  o  confluenti,  grigio-giallastre,  piuttosto  sollevate.  A  sviluppo 
completo  le  colonie  staccate  appaiono  sollevate  specialmente  nel 
centro,  che  spesso  è  forato  da  bollicine  di  gas  ed  acquistano  allora 
un  aspetto  crateriforme.  I  margini  sono  per  lo  più  ondulati,  la  su- 
perfìcie è  lucida  e  la  consistenza  ricorda  il  grasso  rappreso.  Queste, 
come  tutte  le  culture  in  patata,  dànno  un  odore  assai  penetrante  e 
caratteristico  di  formaggio  fermentato. 

Su  piastre  di  agar  glucosato,  al  2°-3°  giorno  appaiono  delle  co- 
lonie puntiformi  biancastre  che  aumentano  in  seguito  poco  di  dia- 
metro senza  mai  confluire.  Al  microscopio  appaiono  rotonde,  a  mar- 
gini jegolari,  grigie,  opache,  uniformemente  granulose. 

Nei  tubi  di  agar  inclinato  l'acqua  di  condensazione  è  limpida, 
senza  pellicola,  con  abbondante  deposito  biancastro,  polverulento. 

Nei  tubi  di  canapa  comunque  preparati,  si  ha  scarso  sviluppo  e 
solo  un  accenno  di  fermentazione.  Il  liquido  resta  limpido  e  coi 
tempo  si  raccoglie  al  fondo  uno  scarso  deposito  polverulento. 

Il  secondo  tipo  è  anch'esso  un  amilo-batterio  che  per  i  caratteri 
morfologici  corrisponde  a  forme  che  si  riscontrano  nella  fermenta- 
zione butirrica  della  patata,  ma,  relativamente  al  primo,  molto  meno 
di  frequente.  Più  spesso  invece  accade  di  riscontrarlo  nella  canapa 
abbandonata  a  decomposizione  spontanea  in  recipienti  di  vetro. 

Dei  due  stipiti  studiati  uno  è  stato  isolato  dalla  patata,  l'altro 
dalla  canapa. 

Trattasi  di  un  bacillo  di  circa  |jl  7-8  di  lunghezza  per  1  y.  di  spes- 
sore. Ma  tale  forma  conserva  solo  nel  primo  periodo  di  crescita, 
poiché  ben  presto  una  delle  estremità  mostra  un  rigonfiamento  ova- 
lare  e  si  inizia  quivi  il  processo  di  sporificazione.  A  differenza  del 
tipo  precedente  la  cultura  è  fatta  di  individui  assai  somiglianti  come 
forma  e  dimensioni.  Anche  esso  strettamente  anaerobio,  si  colora 
intensamente  in  bleu  con  iodo  per  quasi  tutta  la  sua  estensione:  ma 
tale  carattere  è  più  fuggevole  nelle  culture,  forse  perchè  la  sporifi- 
cazione è  alquanto  più  rapida  e  contemporanea  per  tutti  gli  indi- 
vidui. Le  spore  sono  grosse,,  ovali,  di  una  rifrangenza  leggermente 
verdastra,  facilmente  colorabili.  Non  si  è  riusciti  a  sorprenderne  il  mo- 
vimento. Si  colora  facilmente  con  i  colori  di  anilina  e  prende  il  Gram. 

Cresce  bene  in  tubi  di  patata  in  acqua  preparati  col  metodo  Rossi 
o  sterilizzati  all'autoclave  e  meno  bene  in  quelli  alla  Roux  semplici 
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o  con  carbonato  di  calcio  e  in  agar  glucosato,  e  sulla  canapa  in 
acqua  sterilizzata  col  calore  e  con  H„  O.^. 

Nei  tubi  di  patata  in  acqua  sterilizzata  all'autoclave  l'aspetto 
delle  colture  e  l'andamento  della  fermentazione  è  uguale  a  quello 
descritto  per  il  tipo  precedente. 

L'odore  butirrico  però  è  meno  pronunciato. 

Su  patate  alla  Roux  le  colture  sono  sempre  molto  scarse  e  sten- 
tate e  si  presentano  con  colonie  staccate,  lucide,  trasparenti,  quasi 
incolore  e  di  aspetto  gelatinoso. 

Su  piastre  di  agar  glucosato,  la  colonia  è  piccola,  bianco -grigiastra, 
rotonda,  splendente,  ed  al  microscopio  appare  come  cosparsa  di  pa- 
gliette più  rifrangenti. 

Nulla  di  notevole  e  di  caratteristico  hanno  le  colture  in  canapa, 
dove  la  fermentazione  è  appena  accennata. 

Il  terzo  tipo  isolato  da  tubi  di  patata  in  decomposizione. 

Nei  tubi  originali  il  processo  aveva  le  apparenze  della  fermenta- 
zione butirrica,  ma  mancava  l'odore  caratteristico  ed  al  microscopio 
non  si  rilevavano  forme  colorabili  collo  lodo,  giusta  le  osservazioni 
di  uno  di  noi,  già  rammentate,  che  gli  amilo-batteri  non  sono  costanti 
nella  decomposizione  subacquea  della  patata. 

Il  tipo  così  isolato  (in  4  stipiti)  è  costituito  da  piccoli  bacilli  corti 
e  sottili,  con  estremità  arrotondate,  uguali  tra  di  loro  per  forma  e 
dimensioni  che  presto  si  trasformano  in  plectridii  per  l'apparire  della 
spora  che  dà  ad  una  delle  estremità  la  forma  di  capocchia  di  spillo. 
Le  spore  sono  piccole,  rotonde,  poco  rifrangenti,  e  conservano  sempre 
alla  periferia  uno  strato  del  protoplasma  batterico  che  nei  preparati 
colorati  dà  ad  esse  l'apparenza  di  piccoli  cerchietti.  Essi  sono  dotati 
di  movimento,  non  si  colorano  mai  collo  lodo  e  resistono  poco  al 
metodo  di  Gram. 

Cresce  bene  in  patate  in  acqua  comunque  preparate,  in  patate 
alla  Roux  semplici  o  con  carbonato  di  calcio,  meno  bene  in  agar 
glucosato  ed  in  canapa  sterile  cruda  o  cotta. 

Le  colture  in  patata  in  acqua  sterilizzata  all'autoclave  rassomi- 
gliano, per  l'andamento  della  fermentazione,  a  quelle  dei  tipi  prece- 
denti; ma  il  deposito  polverulento  manca  od  è  scarsissimo  e  non  vi 
è  affatto  odore  butirrico. 

Su  piastre  di  agar  le  colonie  sono  piccole,  staccate,  rotonde,  bian- 
castre, opache.  Al  microscopio  appaiono  opache,  omogenee. 

Su  patate  alla  Roux  si  forma  una  patina  confluente,  spessa,  con 
margini  sollevati  grigia,  ruvida.  La  patata,  dove  non  è  occupata 
dalla  patina  si  annerisce. 

Nulla  di  caratteristico  presentano  le  sue  culture  in  canapa. 
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L'osservazione  e  lo  studio  delle  culture  dei  tipi  così  ottenute  di- 
mostrò adunque  trattarsi  di  germi  che  per  tutti  i  caratteri  morfolo- 
gici si  identificavano  con  quelli  riscontrati  nella  decomposizione 
spontanea  di  pezzi  di  patata. 

Inoltre  tali  caratteri  si  conservarono  immutati  attraverso  i  nume- 
rosi passaggi  successivi.  Ma  pur  avendosi  in  questo  modo  la  certezza 
di  essere  giunti  ad  ottenere  culture  pure,  si  volle  un 

Controllo  della  purezza  a  mezzo  della  cultura  monocitogenetica.  — 
Questa  prova,  trattandosi  di  germi  che  si  erano  dimostrati  stret- 
tamente anaerobi,  presentava  non  lievi  difficoltà  ;  comunque  la  te- 
cnica adoperata  fu  la  seguente.  Un  vetrino  coprioggetti  di  mm.  26 
per  32,  veniva  rigato  a  mezzo  di  acido  fluoridrico  in  100-250-300  qua- 
dretti; sterilizzato  poi  alla  stufa  a  secco,  veniva  ricoperto,  sotto  una 
campana,  di  un  sottile  strato  di  agar,  sul  quale,  a  mezzo  di  pennel- 
lino sterile  si  distribuiva  una  adatta  diluizione  della  cultura  da  stu- 
diare. Il  vetrino  cosi  preparato  veniva  capovolto  su  speciali  porta- 
oggetti; con  cellule  centrali  rileviate  ed  aperte  a  due  angoli  opposti  e 
fissato  su  di  esso  con  due  goccie  di  paraffina.  Con  osservazione  mi- 
croscopica si  ricercavano  i  quadrati  contenenti  un  solo  germe  e  si 
notavano  su  una  tavola  riproducente  le  stesse  divisioni  del  vetrino. 
La  cultura  così  preparata  veniva  chiusa  in  apparecchio  di  anaero- 
biosi  insieme  con  una  piccola  bacinella  contenente  acqua  distillata 
sterile  e  messa  in  termostato  a  30'^. 

Dopo  8  giorni  si  riosservava  il  vetrino  e  le  colonie  in  cui  ciò  era 
possibile  venivano  trapiantate. 

Ma  i  trapianti  non  differirono  in  nulla  dalle  culture  madri.  Il  che 
ne  testimoniava  la  purezza  originaria. 

Ottenuto  l'isolamento  e  la  purezza  volgemmo  in  seguito  la  nostra 
attenzione  al  potere  peciico  di  questi  germi. 

E  qui,  come  or  ora  vedremo,  ci  aspettarono  la  maggiori  sorprese. 
Per  altro,  perchè  questi  germi  erano  stati  isolati  in  ambienti  in  libera 
comunicazione  coli' atmosfera  ed  in  libera  comunicazione  coU'atmo- 
sfera  avvenivano  le  decomposizioni  fra  cui  la  pectica  era  forse  la 
prima,  fu  necessario  orizzontarsi  in  precedenza  nei  riguardi  dell'ac- 
crescimento di  questi  germi  in  mezzi  liquidi  appunto  in  libera  comu- 
nicazione coU'atmosfera.  Ossia  il 

Comportamento  dei  germi  di  fronte  alVossigeno.  —  A  tale  scopo 
tentammo  la  coltivazione  d«i  nostri  germi  in  tubi  di  patata  in  acqua 
sterilizzati  all'autoclave,  di  patate  alla  Rossi  e  di  Roux  con  e  senza 
carbonato  di  calcio,  ma  senza  chiuderli  in  apparecchi  di  anaerobiosi. 
Il  risultato  fu  che  nel  primo  passaggio  si  ebbe  sviluppo  e  feimenta- 
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zione  solo  nei  tubi  di  patata  in  acqua,  sia  alla  Rossi,  che  sterilizzati 
all'autoclave.  Allora  ciascuna  di  queste  culture  fu  passata  in  tubi 
della  medesima  specie  :  si  ebbe  sviluppo  solo  in  quelli  Rossi  e  in 
qualcuno  di  quelli  sterilizzati  all'autoclave.  In  un  successivo  pas- 
saggio si  ebbe  sviluppo  solo  in  qualcuno  di  quelli  Rossi  ed  in  ultimo 
anche  i  passaggi  da  questi  restarono  sterili. 

L'esperienza  venne  completata  chiudendo  in  apparecchio  di  anae- 
robiosi  tutti  i  tubi  che  erano  rimasti  sterili:  tutti  diedero  di  nuovo 
sviluppo,  ma  questo  era  notevolmente  ritardato. 

Analogamente  a  quanto  si  era  precedentemente  osservato  per  le 
culture  ottenute  col  metodo  delle  diluizioni,  si  trattava  dunque  di 
un  esaurimento  del  germe  per  insufficiente  anaerobiosi,  che  si  com- 
piva più  lentamente  nel  terreno  (patate  metodo  Rossi)  che  si  avvi- 
cinava di  più  alle  condizioni  volute  da  esso.  E  ci  pare  notevole  qui 
osservare  che  tale  processo  di  esaurimento  era  possibile  seguire  anche 
microscopicamente  per  il  diminuire  della  colorabilità  del  germe  con 
la  tintura  di  iodo  e  per  il  processo  di  formazione  delle  spore  distur- 
bato, poiché  queste  diventavano  nei  successivi  passaggi  sempre  più 
piccole  e  poco  numerose. 

Abbiamo  anche  creduto  interessante,  dato  ciò,  osservare  come  gli 
amilobatteri  isolati  si  comportavano  di  fronte  al  metodo  Tarozzi  ed 
abbiamo  trovato  che  accadeva  proprio  la  stessa  cosa  che  nei  tubi 
di  patata  Rossi,  con  la  solo  differenza  che  i  germi  erano  capaci  di 
svilupparsi  per  qualche  passaggio  di  più;  ma  si  esaurivano  egual- 
mente. L'odore  butirrico  non  era  percettibile  in  detto  terreno,  pur 
avendosi  attivo  sviluppo  di  gas.  I  tubi  rimasti  sterili,  chiusi  in  appa- 
recchi di  anaerobiosi,  tornavano  a  dare  sviluppo. 

La  conclusione  di  queste  ricerche  non  ci  pare  priva  d'interesse: 
in  quanto  forse  dimostra  che  in  ambiente  naturale  e  sotto  l'azione  di 
influenze  che  ora  sfuggono  completamente,  l'azione  di  un  germe  che 
si  dimostra  anaerobico  nelle  nostre  culture  può  estrinsecarsi  fino  ad 
un  certo  punto  ed  in  una  certa  misura  anche  in  condizioni  di  par- 
ziale anaerobiosi,  quale  è  quella  dell'immersione  in  un  liquido,  che  è 
poi  quella  che  corrisponde  all'ambiente  naturale. 

In  questo  modo  si  interpretano  forse  le  contraddizioni  dei  diversi 
autori  rispetto  all' anaerobiosi  degli  amilobatteri,  e  che  noi  abbiamo 
passato  in  rivista  nelle  prime  pagine  di  questo  lavoro. 

Da  queste  esperienze  discendeva  anche,  che  per  studiare  in  modo 
scevro  di  obbiezioni  il 

Potere  pectico  dei  germi,  conveniva  sempre  mettersi  in  condizioni 
di  pretta  anaerobiosi.  Ed  è  quello  che  noi  abbiamo  fatto  sempre, 
usando  l'apparecchio  Marincola  dianzi  descritto. 
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Come  materiale  servirono  esclasivamente  patata  e  canapa  alla 
Rossi  e  le  esperienze  si  limitarono  a  coltivare  tre  tipi  descritti,  ed 
in  tutti  i  loro  stipiti,  nei  detti  terreni  di  cultura,  e  collocarli  in  ap- 
parecchi di  Marincola  che,  posti  in  termostato  a  30°,  venivano  esa- 
minati dopo  15-20  giorni. 

I  risultati  furono  i  seguenti: 

a)  Per  il  primo  tipo:  sia  che  la  patata  che  la  canapa  non  mo- 
strarono un  menomo  accenno  di  rammollimento  e  rispettivamente  di 
macerazione. 

b)  Per  il  secoTtdo  tipo:  la  patata  si  rammolliva  nella  sua  tota- 
htà  conservando  la  forma  e  si  disgregava  in  piccoli  frammenti  quando 
si  agitava  il  tubo:  la  canapa  non  mostrava  nessun  accenno  di  ma- 
cerazione. 

c)  Per  il  terzo  tipo:  la  patata,  pur  conservando  la  sua  forma,  era 
rapidamente  rammollita  e  si  disgregava  appena  si  agitava  il  tubo: 
la  canapa  non  mostrava  nessun  accenno  di  macerazione. 

Di  modo  che  a  questo  punto  è  possibile  riassumere  il  complesso 
dei  caratteri  chimici  dei  germi  studiati,  e  cioè  : 

Attività  rispetto  ai  frammenti  vegetali.  —  Il  primo  tipo  non  at- 
tacca nè  la  patata,  nè  la  canapa  cruda  :  il  secondo  ed  il  terzo  attac- 
cano la  patata  cruda  e  non  la  canapa  cruda. 

Acido  butirrico.  —  Il  primo  tipo  sviluppa  in  tubi  con  patate, 
crude  o  cotte,  in  acqua,  molto  odore  di  acido  butirrico  :  il  secondo 
nelle  stesse  condizioni  lo  dà  molto  leggero:  il  terzo  nelle  medesime 
condizioni  dà  un  aroma  leggerissimo  che  non  ricorda  affatto  l'acido 
butirrico. 

Carattere  «  amilo  » .  —  Nel  primo  tipo  la  reazione  amilo  incomincia 
circa  dopo  due  o  tre  giorni,  dal  principio  dello  sviluppo,  e  dura  fino 
a  sporificazione  completa.  Il  secondo  gruppo,  che  piesenta  maggiore 
uniformità  morfologica  nei  suoi  individui  del  primo,  si  comporta,  ri- 
spetto a  dette  reazioni,  come  il  primo  stesso;  colla  sola  differenza 
che  la  sporificazione  è  più  precoce  e  quindi  il  carattere  «  amilo  »  meno 
duraturo.  Nel  terzo  la  reazione  manca  affatto. 

Dalle  descritte  ricerche  si  possono  agevolmente  dedurre  le  seguenti 
conclusioni  : 

III. 

1"  Resta  dimostrato  per  la  prima  volta  in  modo  indubbio  che 
culture  pure  di  «  amilobatteri  »  possono  attaccare  frammenti  vege- 
tali intatti.  Errerebbe  però  chi  volesse  inferire  dalle  nostre  esperienze 
che  gli  amilobatteri  hanno  potere  pectico:  poiché  si  mostrarono  anzi 
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inattivi  verso  un  materiale  in  cui  un  attacco  pectico  si  sarebbe  notato 
in  modo  caratteristico  e  cioè  la  canapa:  mentre  l'attacco  verso  la 
patata,  dato  lo  specialissimo  materiale  e  date  le  nostre  nozioni  at- 
tuali, può  essere  interpretato  come  volto  contemporaneamente  anche 
verso  la  cellulosa  o  solamente  verso  di  questa:  e  nulla  ci  permette 
ora  di  discriminare  di  quali  processi  si  tratta, 

2°  Resta  dimostrato  per  la  prima  volta  in  modo  indubbio  che 
esistono  degli  «  amilobatteri  »  completamente  inattivi  verso  i  mate- 
riali ritenuti  finora  come  loro  facile  preda  e  cioè  la  patata  e  la  canapa  : 
e,  a  buon  conto,  inattivi  verso  i  materiali  da  cui  erano  stati  isolati. 

3°  Resta  dimostrato  in  modo  indubbio  che  esistono  degli  anae- 
robi non  «  amilobatteri  »  i  quali  sono  capaci  di  attaccare  frammenti 
vegetali  ;  purché  però  non  si  consideri  la  parola  attacco  come  sinonimo 
di  potere  pectico  giusta  le  considerazioni  di  cui  alla  prima  conclusione. 

4°  La  proprietà  «  amilo  »  non  è  legata  alla  proprietà  pectico-cel- 
lulosica,  ossia  colla  proprietà  generica  di  attaccare  i  frammenti  vege- 
tali, e  nemmeno  colla  proprietà  di  segregare  odore  di  acido  butirrico. 

Lungi  da  noi  l'idea  di  credere,  con  queste  esperienze  e  queste  pur 
legittime  conclusioni,  di  avere  definito  in  un  modo  qualsiasi  la  in- 
tricata ed  annosa  questione  dell'importanza  degli  amilobatteri  nella 
decomposizione  dei  vegetali.  Anzi  noi  siamo  i  primi  a  caratterizzare 
le  presenti  ricerche  un  semplice  lavoro  di  critica  sperimentale,  e  ci 
contentiamo  di  avere  avvalorato  con  qualche  prova  pratica  le  con- 
clusioni teoriche  che  uno  studio  accurato  della  letteratura  ci  aveva 
fatto  intravedere  :  conclusioni  che  siamo  certi  altrimenti  non  avreb- 
bero mancato  a  qualcheduno  di  sembrare  avventate  e  forse  para- 
dossali. Certo  è  che  dalle  nostre  esperienze  l'idea  del  potere  pectico 
degli  amilobatteri  esce  più  che  mai  indebolita  e  più  che  mai  resa 
incerta;  e  se  volessimo  anche  accettare  come  dimostrata  la  sua  esi- 
stenza per  il  fatto  che  frammenti  crudi  di  patata  andarono  in  fran- 
tumi sotto  l'azione  di  culture  pure  appunto  di  amilobatteri  dovremmo 
contemporaneamente  ammettere  a  loro  carico  una  specificità  di  azione 
più  che  mai  spinta,  perchè  gli  stessi  amilobatteri  sarebbero  stati  co- 
paci  di  solubilizzare  le  pectine  della  patata  e  sarebbero  stati  ineffi- 
caci di  fronte  a  quelle  della  canapa. 

Ritorneremo  noi,  ritornino  gli  altri  sull'argomento  veramente  in- 
teressante . 

Per  conto  nostro  se  avremo  contribuito  a  mettere  gli  sperimen- 
tatori sulla  via  giusta,  e  necessaria  per  la  risoluzione  del  problema, 
saremo  ben  paghi  delle  nostre  fatiche. 
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Fig.  1.  —  Cultura  anaerobica  in  patata,  di  15  giorni,  degli  «  amilobatteri  > 
del  1"  tipo.  Fotografia  del  Prof.  V.  De  Giaxa. 

Eig.  2.  —  Cultura  anaerobica  in  patata,  di  15  giorni,  degli  «  amilobatteri  » 
del  2°  tipo.  Fotografia  del  Prof.  V.  De  Giaxa. 

Fig.  3.  —  Cultura  anaerobica  in  patata,  di  15  giorni,  degli  «  amilobatteri  » 
del  3°  tipo.  Fotografia  del  Prof.  V.  De  Giaxa. 

Fig  4.  —  Preparato  microscopico  a  fresco,  con  soluzione  jodo-iodurata,  di 
amilobatteri  del  1°  tipo,  di  cultura  in  patata  sterilizzata  in 
acqua  all'  autoclave,  di  5  giorni.  -  Disegno.  Ocul.  9,  Obb.  3, 
Koristka. 


Onoranze  al  prof.  ANGELO  CELLI  (1912),  Tav.  I. 


Fig.  4. 


Gr.  Eossi  e  M.  Ciaccia.  — 


Sili  fermenfi  pecfici  anaerobici. 


Sull'azione  patogena  del  Giganthorhynchus 
gigas  (Goeze)  e  su  alcune  sue  particola- 
rità anatomiche 

per  il  dott.  prof.  GIULIO  ALESSANDRINI. 

Basta  aver  avuto  sott'occhio  una  sol  volta  un  pezzo  d'intestino 
alle  cui  pareti  sia  fissato  un  Echinorinco,  basta  conoscere  anche  super- 
ficialmente la  struttura  della  sua  tromba  retrattile  munita  di  cinque 
o  sei  file  di  uncini  (fig.  1),  basta  osservare  la  disposizione  di  essi  rivolti 


all'indietro  e  la  loro  forma  (fig.  2),  per  convincersi  che  questo  paras- 
sita debba  necessariamente  portare  delle  gravi  lesioni  meccaniche. 
Eppure,  pochi  hanno  studiato  a  fondo  un  argomento  così  importante 
della  patologia  comparata;  e  dico  importante,  giacché  gli  Echino- 
rinchi  sono,  dopo  gli  Ascaridi,  i  parassiti  più  comuni  nei  maiali,  ed, 
a  mio  avviso,  direttamente  o  indirettamente  sono  assai  dannosi  a 
questi  animali,  specialmente  ai  giovani,  i  quali,  secondo  quanto  af- 
fermano molti  autori,  ne  morrebbero  in  pochissimi  giorni. 


Fig.  1.  —  Tromba  di  Giganthorhynchus  gigas 
(Goeze). 


Fig.  2.  —  Uncini  del  Gigantarinchus  gigas. 
A,  delle  file  superiori;  B,  delle  file  inferiori. 
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Le  lesioni  che  il  parassita  produce  direttamente  furono  ben  descritte 
dal  Weinberg  e  dal  Romanovitch  (1).  Esse  sono  la  naturale  conseguenza 
di  un'azione  traumatica,  e  la  perdita  di  sostanza,  che  si  osserva  nel 
punto  d'impianto  del  parassita,  è  dovuta  al  fatto  che  per  fissarsi  alle 
pareti  intestinali,  il  verme  infossa  la  sua  tromba  nello  spessore  dei 
tessuti,  perfora  la  mucosa,  penetra  nella  sottomucosa  e  può  intac- 
care anche  lo  strato  muscolare  interno  (fig.  3).  Nel  tempo  stesso  la 
mucosa  attorno  al  punto  d'impianto  forma  un  cercine  assai  robusto 
mentre  che  nella  superficie  peritoneale  dell'intestino  si  notano  dei 
noduli  salienti,  biancastri,  brillanti,  che  corrispondono  al  luogo  d'in- 
serzione dell'Echinorinco  nella  parete  intestinale. 


Fig.  3.  —  Gigantliorliyncus  fissato  alla  parete  dell'intestino. 


Le  lesioni  suaccennate  possono  non  presentarci  nulla  o  ben  poco 
di  caratteristico  e  l'azione  locale  del  parassita  si  limiterebbe  in  questo 
caso  ad  un  semplice  traumatismo  asettico. 

Alle  volte  però  attorno  al  punto  d'attacco  dell'elminto  Weinberg 
e  Romanovitch  hanno  riscontrato  o  una  infiltrazione  infiammatoria 
intensa,  che  attribuiscono  all'azione  dei  microbi  che  vi  rinvennero 
e  che  furono  inoculati  dal  parassita,  o  anche  una  enterite  necro- 
sante  infettiva  acuta,  dovuta,  secondo  essi,  ad  un  microbo  a  forma 
di  bastoncello  che  non  si  colora  col  metodo  del  Gram.  Questo  bacillo, 
che  quasi  sicuramente  non  è  altro  che  il  B.  coli,  sarebbe  portato 


(1)  Weinkerg  et  EoMANOViTCH.  Lésions  de  l'ìntestin  grèle  da  porc  prò- 
duites  par  V Echinorjjnque  géant.  Annales  de  l'Institut  Pasteur,  XXI,  1907, 
pag.  960-968. 
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attraverso  i  tessuti  dalla  testa  del  parassita,  il  quale,  sia  perchè  non 
trova  più  in  essi,  divenuti  necrosati,  quella  resistenza  e  quella  rea- 
zione che  normalmente  limita  o  ritarda  il  suo  progredire,  sia  perchè 
sente  il  bisogno  di  cercare  un  punto  d'appoggio  più  solido  cui  fissarsi, 
si  spinge  sempre  più  in  avanti  nello  spessore  dell'intestino  che  non 
tarderà  a  perforarsi.  Il  parassita  allora  potrà  passare  nella  cavità 
peritoneale  ed  esser  causa  secondaria  di  peritoniti  settiche  le  quali 
conducono  a  morte  gli  ospiti  e  che  accompagnano  assai  spesso  l'elmin- 
tiasi intestinale  da  Echinorinchi.  In  questo  secondo  caso  agirebbero 
indirettamente  e  favorirebbero  la  penetrazione  di  germi  capaci  di 
dare  infiammazione  e  necrosi  di  tessuti. 

Ma,  mi  son  domandato  :  gli  Echinorinchi,  non  possono  esercitare  in 
altro  modo  la  loro  azione  patogena?  E  questa  mia  domanda  sorge 
naturale  quando  si  consideri  che  spesso  a  fenomeni  abbastanza  gravi, 
osservati  durante  la  vita  degli  animali,  corrispose  all'autopsia  un 
numero  di  parassiti  assai  scarso  o  si  rinvennero  localmente  solo  alte- 
razioni del  primo  gruppo,  lesioni  cioè  traumatiche  semplici  ed  aset- 
tiche e  quando  la  sintomatologia  imponente,  in  massima  costituita 
da  fenomeni  nervosi  e  da  segni  evidenti  di  anemia  progressiva,  cui 
tien  dietro  quasi  costante  la  morte,  non  può  essere  conseguenza  delle 
alterazioni  lievi  e  banali  anatomo-patologiche  prodotte  dal  parassita 
stesso. 

Ma  anche  un  altro  fatto,  basato  sulle  osservazioni  dei  suddetti 
autori,  viene  a  confortare  la  supposizione  che  oltre  all'azione  traumatica 
e  batterifera,  gli  Echinorinchi  esplichino  un'azione  tale  che,  come  fu 
dimostrato  o  supposto  per  altri  parassiti,  alteri  la  normale  costitu- 
zione del  sangue  e  si  manifesti  con  l'eosinofilia. 

Il  Weinberg  e  Romanovitch,  infatti,  hanno  potuto  osservare  che  at- 
torno al  punto  d'impianto  dell'Echinorinco,  esista  o  no  reazione  infiam- 
matoria, esista  o  no  necrosi,  si  riscontra  sempre  un'abbondanza  di 
leucociti  eosinofili  il  cui  numero  cresce  a  misura  che  si  allontanano 
dal  punto  di  adesione. 

Ciò  non  può  nel  caso  nostro  essere  in  relazione  con  l'azione  che- 
miotattica  positiva,  che  secondo  alcuni  eserciterebbero  i  batteri  suUe 
cellule  eosinofile,  giacché  troviamo  un  gran  numero  di  esse  anche  là 
dove  non  esiste  neanche  reazione  infiammatoria  ;  deve  quindi  essere 
in  relazione  con  la  presenza  del  parassita,  e,  con  ogni  probabilità, 
legato  alla  secrezione  od  escrezione  da  parte  di  esso  di  una  sostanza 
tossica  che  assorbita  agisca  sul  sangue  presso  a  poco  come  il  secreto 
delle  glandole  cervicali  deìVAnkyloatoma.  Ciò  mi  spinse  a  fare  delle 
esperienze. 
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Ma  negli  Echinorinchi  invano  si  cercherebbero  organi  speciali  di 
secrezione  capaci  di  essere  isolati  in  modo  da  poter  fare  delle  ricerche 
sulla  loro  azione. 

La  struttura  di  questi  vermi  è  caratteristica.  Il  corpo  è  rivestito 
da  una  cuticola  omogenea,  assai  sottile,  seguita  da  una  larga  zona  di 
aspetto  granuloso  la  quale  è  divisa  nettamente  in  due  porzioni,  una 
immediatamente  sotto  la  cuticola,  subcuticola,  in  cui  si  notano  nume- 
rose fibre  che  decorrono  in  senso  circolare  radiale  e  longitudinale; 
l'altra  invece  con  minor  numero  di  fibre  (ipodermide),  percorsa  com- 
pletamente da  spazi  lacunari  che,  a  seconda  della  direzione,  prendono 
il  nome  di  lacune  longitudinali  e  lacune  circolari.  Queste  sono  poi  in 
comunicazione  fra  di  loro  per  mezzo  di  numerosissime  lacune  anasto- 


mie 
lai 


Fig.  4.  —  Sezione  trasversale  della  porzione  anteriore  del  corpo  di  un  Oiganthorynchus. 
c,  cuticola;  ip,  ipodermide;  me,  muscoli  circolari;  mi,  muscoli  longitudinali; 
mie,  muscoli  del  lemnisco;  l,  lemnisco;  lai,  lacuna  assiale  del  lemnisco. 


motiche,  alcune  più  grandi,  altre  più  piccole,  in  guisa  da  formare  una 
rete  fittissima  e  complicata  di  canali,  di  cui  i  minori  vanno  a  ter- 
minare a  fondo  cieco  al  di  sotto  dello  strato  subcuticolare.  All'  ipo- 
dermide segue  dapprima  uno  strato  di  fibre  muscolari  circolari,  poscia 
uno  strato  più  spesso  di  robuste  fibre  muscolari  longitudinali  che  li- 
mitano la  cavità  viscerale  (fig.  4  e  5). 

Questa  per  mezzo  di  due  setti  longitudinali,  che  vanno  dalla  base 
della  tromba  fin  quasi  all'estremo  caudale,  è  divisa  in  tre  loggie  :  due 
laterali  minori  ed  una  centrale  più  grande. 

Le  due  laterali  uguali  fra  di  loro,  alquanto  ristrette  all'innanzi, 
si  vanno  gradatamente  dilatando  fino  a  che  non  hanno  oltrepassato 
la  lunghezza  dei  lemnischi,  poscia  cominciano  a  diminuire  sensibil- 
mente di  ampiezza  man  mano  che  si  procede  verso  la  parte  poste- 
riore del  corpo  e  scompaiono  completamente  a  circa  tre  centimetri 
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dall'estremo  caudale.  La  loggia  centrale,  al  contrario,  si  inizia  assai 
ristretta  all'innanzi,  dietro  il  cui  di  sacco  della  guaina  della  tromba, 
si  dilata  gradualmente  e  si  spinge  fino  all'estremo  posteriore  del  corpo 
che  è  occupato  dall'intero  apparato  vettore  con  le  sue  glandole  an- 
nesse e  dalla  vagina. 

I  due  setti,  costituiti  da  una  sottile  membrana,  sono  uniti  alla 
parete  del  corpo,  tanto  dal  lato  dorsale  come  dal  ventrale,  per  il  tra- 
mite di  grosse  cellule  muscolari  longitudinali  ben  più  sviluppate 
delle  altre.  Esse,  mentre  da  una  parte  seguono  la  contrazione  di  tutte 
le  altre  cellule  muscolari  longitudinali,  dall'altra  si  contraggono  su 
loro  stesse  in  guisa  da  venire  a  tendere  o  rilasciare  più  o  meno 


Fig.  5.  —  Sezione  superficiale  obliqua  del  tegumento  di  un  Qiganthorynchm .  mi,  mu- 
scoli longitudinali;  me,  muscoli  circolari;  Isl,  lacune  secondarie  longitudinali; 
le,  lacune  circolari;  la,  lacune  anostomotiche ;  U,  lacune  terminali. 

i  setti  stessi,  ciò  che  porta  di  conseguenza  al  restringimento  od  all'au- 
mento di  lume  delle  loggie  laterali. 

Tanto  la  loggia  centrale,  nella  porzione  non  occupata  dall'utero, 
quanto  le  due  laterali,  sono  ripiene  di  un  liquido  opalino,  facilmente 
coagulabile  al  calore  e  che  nei  preparati  microscopici  si  presenta 
finamente  ed  uniformemente  granuloso. 

La  cavità  centrale  poi  è  nei  maschi  occupata  dai  testicoli  e  dalle 
vescicole  seminali,  nelle  femmine  adulte  e  fecondate  si  trova  ripiena 
di  numerose  placentule  e  di  uova  le  quali,  a  seconda  del  grado  mag- 
giore o  minore  di  maturità,  ai  presentano  con  tre,  due  od  un  solo 
guscio. 

Le  loggie  laterali  sono  interamente  ripiene  di  liquido  e  solo  nella 
porzione  anteriore  di  esse  nuotano  quei  corpi  speciali,  bianco-lattei  a 
forma  di  clava  allungata  che  furono  chiamati  lemnischi  (fig.  6). 

23 
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Questi  corpi  hanno  una  sezione  trasversale,  reniforme,  sono  circon- 
dati da  un  sottile  ed  unico  strato  di  fibre  muscolari  longitudinali 
che,  oltrepassando-la  loro  lunghezza,  si  attaccano  alla  parete  del  corpo 
alla  quale  li  tengono  fissati  (fig.  5,  mie). 

Praticando  delle  sezioni  longitudinali  o  trasversali  noi  vediamo 
che  i  iemnischi  sono  costituiti  da  una  intricata  rete  di  fibrille,  le 


Fig.  .7.  —  Sezione  longitudi- 
'  naie  di  un  lemnisco  in  cor- 

rispondenza di  un  diverti- 
Fig.  6.  —  Lemnisco  isolato.  colo  laterale. 

quali  si  intersecano  fra  loro  in  tutti  i  sensi.  Una  lacuna  assiale  tubu- 
losa  va  da  un  estremo  all'altro  del  lemnisco:  da  essa  si  partono,  per 
lo  più  ad  angolo  retto,  innumerevoli  lacune  secondarie  alle  quali  se- 
guono via  via  serie  di  lacune  sempre  piiì  piccole,  le  minori  delle 
quali  vanno  a  terminare  alla  periferia  in  alveoli  più  o  meno  grandi 
a  fondo  cieco. 

La  lacuna  assiale  ci  offre  nel  corso  della  sua  lunghezza  alcuni  diver- 
ticoli o  tasche,  variabili  per  numero  (5-7),  che  si  scorgono  bene  anche 
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ad  occhio  nudo.  Facendo  delle  sezioni  longitudinali  si  può  vedere 
che  queste  tasche  comunicano  con  essa  per  mezzo  di  piccole  aper- 
ture (fig.  7),  ed  il  loro  lume  è  variabile  secondo  lo  stato  di  ripie- 
nezza in  cui  si  trovano. 

La  lacuna  assiale  di  ciascun  lemnisco  va  a  sboccare  anteriormente 
in  un'altra  grande  lacuna  circolare  che  si  trova  alla  base  del  collo. 
In  questa  poi  terminano  anche  tutte  le  lacune  che  si  riscontrano  nel 
collo  stesso,  le  quali  poi,  dividendosi  ed  anastomizzandosi  fra  loro, 
formano  un  sistema  lacunare  speciale. 

Abbiamo  in  tal  guisa  tre  diversi  sistemi  di  lacune:  quello  delle 


Fig.  8.  —  Figura  schematica  dimostrante  i  rapporti  fra  le 
diverse  lacune  :  lacuna  assiale  dei  lemnischi,  lacuna 
circolare  e  lacune  della  tromba  e  del  collo. 

pareti  del  corpo,  quello  del  collo  e  della  proboscide  e  quello  dei 
lemnischi  (fig.  8). 

Secondo  alcuni  autori  (Schneider  (1),  Hamann  (2)  e  Kaiser  (3)  ), 
questi  sistemi  sarebbero  completamente  indipendenti  e  divisi  l'uno  dal- 


(1)  Schneider  A.  Bemerk.  iib.  den  Bau  de?-  Acanthocephalen.  Archiv  f. 
Anatomie  und  Physiologie.  1868. 

Id.  Ueber  die  Entwicklung  von  «  Ecliiiwrhìjnchus  gic/as  ».  Sitzungsber. 
Oberhess.  Gesellsch.  Nat.  1871. 

Id.  Acanthocephala.  Idem  idem.  1874. 

(2)  Hamann  O.  Vorlaufige  Mitteilnngen  sur  Morphologie  der  Echinorhijnchen 
JS'achrictheii  v.  d.  K.  Gesellsch.  d.  Wissenscli.  Gottiagen.  1889. 

Id.  Die  Nemathelminthen.  Monographie  der  Acanthocephalen  [Echino- 
rhgnchen).  Jenaischen  Zeitschrif  f.  ISTatupw.  1891. 

(3)  Kaiser.  Ueber  die  Entwicklung  des  «  Echinorhgnchus  gigas  ».  Zool. 
Anzeiger.  X.  1887. 
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l'altro,  secondo  altri  (Leuckart  (1),  Greeff  (2))  la  divisione  non  sa- 
rebbe completa,  ma  esisterebbe  solo  una  plica  della  cuticola  che  non 
impedirebbe  alle  correnti  di  liquido  di  spingersi  avanti  oltre  la  parte 
basale  del  collo;  secondo  altri  invece  (Monticelli  (3),  Porta  (4)  ),  do- 
vrebbe ammettersi  una  comunicazione  fra  il  sistema  delle  lacune  del 
corpo  e  quelle  del  collo  e  della  proboscide. 

Secondo  quanto  io  stesso  ho  potuto  osservare,  credo  che  nel 
Oiganthorhynchus  gigas  non  esista  una  comunicazione  diretta  fra  le 
lacune  della  parete  del  corpo  e  gli  altri  sistemi  lacunari.  Infatti, 
facendo  sezioni  in  serie  del  corpo  stesso  del  verme  ciò  appare  evi- 
dente: alla  base  del  collo  dietro  alla  lacuna  circolare  esiste  un  buon 
tratto  della  cute  privo  perfettamente  di  lacune  e  solo  avanti  a  quella 
cominciano  a  vedersi  le  lacune  del  collo  che  si  continuano  con  quelle 
della  proboscide. 

D'altra  parte  poi  le  lacune  del  collo  e  quelle  della  proboscide, 
dopo  essersi  scambiato  rami  anastomotici  per  mezzo  di  rami  mag- 
giori longitudinali,  sboccano  alcuni  nella  lacuna  circolare,  ove  termina 
anche  la  lacuna  assiale  di  ciascun  lemnisco,  ed  altri,  dopo  essersi 
riuniti  fra  loro,  sboccano  in  due  vestiboli  o  camere  più  o  meno  sfe 
riche,  ciascuna  delle  quali  comunica  con  l'esterno  per  un  poro  situato 
ai  lati  e  nella  porzione  anteriore  del  collo,  poco  dieLro  a  quella 
plica  della  cuticola  che  segna  il  limite  posteriore  della  proboscide. 
Questi  pori  sono  situati  all'apice  di  un  piccolo  mammellone,  che  può 
vedersi  bene  anche  con  una  semplice  lente,  se  la  proboscide  è  com- 
pletamente e  forzatamente  protratta.  Se  poi  il  parassita,  ancora  vivo, 
vien  fissato  aderente  alle  pareti  intestinali,  essi  possono  presentarsi 
larghi  e  beanti  quasi  come  ventose  di  aspirazione  (fig.  9).  Se  invece 
l'Echinorinco  si  fissa  quando  è  già  da  tempo  distaccato  dal  punto 


(1)  Leuckart.  Weber  Echinorhynchus.  K'achricht.  Gesellsch.  Wissensch. 
Gottingen.  1862,  n.  22. 

(2)  Greeff.  Untersuchnngen  ilber  der  Bau  nnd  die  Entwickliingsgeschichte 
des  Ecìiinorhìjnchns  miliarius.  Zenk.  —  Archiv  f.  Waturgeschichte,  1864. 

(3)  Monticelli  F.  S.  Sa  di  un  Ecliinorinco  della  collesione  del  Musco 
Zoologico  di  Napoli  (E.  rhgtidodes  Mont.).  Annuar.  Museo  Zoo!.  Univ.  di  Na- 
poli, voi.  I.  1905, 

(4)  Porta.  Gli  Echinor inciti  di  pesci.  Tip.  Savini,  Camerino.  1904. 

Id.  Ricerche  anatomiche  suW  «  Echinorhijnchus  capitatus  »  v.  Linstov 
e  Note  sulla  sistematica  degli  Echinorinchi  dei  Cetacei.  Zool.  Anzeiger,  Bd. 
.30.  1906. 

Id.  Contributo  allo  studio  degli  Acantocefali  dei  pesci.  Biologica,  V.  I, 
n.  19.  1907. 
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di  adesione,  l'apertura  è  ristretta  e  quasi  capillare  (fig.  10).  Per  questa 
apertura,  quindi,  il  sistema  lacunare  dei  lemnischi  e  quello  del  collo 
e  della  proboscide  comunicano  direttamente  con  l'esterno. 

Ciò  premesso  io  credo  che  la  funzione  dei  lemnischi  bia  molto 
importante  e  che,  come  bene  dice  il  Porta,  essi  sieno  organi  di  ri- 
duzione nel  senso  che  in  essi  avvenga  la  cernita  di  ciò  che  è  utile 
da  ciò  che  è  inutile  o  dannoso  all'organismo,  che,  in  una  parola, 
sieno  de'  veri  e  propri  organi  digestivi. 

L'ipotesi  dell'Hamann,  che  essi  concorrano  alla  estrofiessione  della 
proboscide,  non  può  reggere  avanti  alla  dimostrazione  dei  fatti.  Se- 


Fig.  9.  —  Poro  laterale  del  collo  di  un  Giganthorhynchus      Fig.  10.  —  Poro  laterale  del  collo  e  vesti- 
fissato  alla  parete  dell'  intestino.  bolo  comunicante  con  le  lacune  del  collo. 

condo  questo  autore  i  lemnischi  avrebbero  la  funzione  di  organo 
erettile  della  tromba  e  si  comporterebbero  presso  a  poco  come  le 
vescicole  del  Poli  negli  Echinodermi. 

La  contrazione  dei  muscoli  che  rivestono  il  lemnisco  stesso  por- 
terebbe alla  compressione  di  esso  ;  il  liquido  contenuto  nelle  lacune 
e  nei  diverticoli,  spinto  all'innanzi,  passerebbe  nelle  lacune  del  collo  e 
della  tromba,  la  quale,  divenendo  turgida,  subirebbe  una  rapida  estro- 
flessione.  Ma  se  ciò  fosse  dovrebbe  a  tromba  svaginata  corrispondere 
una  contrazione  del  lemnisco  stesso  e  sopratutto  una  diminuzione 
nel  lume  della  sua  lacuna  assiale  e  dei  suoi  diverticoli,  ed  il  con- 
trario dovrebbe  verificarsi  a  tromba  invaginata.  Ciò  effettivamente 
non  è  giacché,  facendo  numerose  sezioni  di  Echinorinchi  del  maiale, 
uccisi  istantaneamente  con  sublimato  o  con  alcool  bollente,  sia  nel 
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momento  di  massima  estroflessione  come  in  quello  di  maggior  retra- 
zione della  tromba,  il  lemnisco  resta  immutato,  la  sua  lacuna  assiale 
presenta  sempre  un  diametro  costante  e  spesse  volte  (fig.  11),  a 
tromba  estroflessa,  corrispondono  tasche  maggiormente  rigonfie  e  ri- 
piene di  una  sostanza  più  o  meno  omogenea  nella  quale  si  scor- 
gono spesso  anche  degli  elementi  figurati  speciali  dei  quali  parlerò 
in  seguito. 

Esclusa  quindi  la  funzione  meccanica  attribuita  dall'Hamann  ai 
lemnischi,  la  quale  del  resto  era  già  messa  in  dubbio  dal  Graybill  (1), 


Fig.  11.  —  Sezione  longitudinale  di  un  lemnisco      Fig.  12.      Cellula  dell'epitelio  cilindrico 


dal  Porta  e  da  altri,  bisogna  ammettere  che  la  loro  funzione  sia  diversa 
e  as^mi  più  importante,  ritornando  in  certo  qual  modo  o  alla  ipotesi 
del  Dujardin  (2)  che  attribuiva  ai  lemnischi  la  proprietà  di  secernere 
un  succo  salivare  e  nel  tempo  stesso  escrementizio  che  modifica  i  tessuti 
viventi  in  mezzo  ai  quali  è  impiantata  la  tromba,  od  anche  a  quella  del 
Mégnin  (3)  che  li  paragona  alle  branche  dell'intestino  dei  Trematodi. 


(1)  Graybill  H,  W.  Some  points  in  the  structurc  of  the  Acanthocephala. 
Trans.  Amer.  Micr.  Soc,  voi.  23,  1902. 

(2)  Dujardin.  Histoire  natnrelle  dea  Helminthes  oa  vers  intestinaux. 
Paris,  1815. 

(3)  MèCtNIN  P.  Becherches  sur  Vorganisation  et  le  développement  des  Echi- 
norhynqiies.  Bull.  Soc.  Zool.  de  Prance,  1882. 

Id.  Notes  sur  qiielques  points  encore  obscurs  de  Vorganisation  et  du  déve- 
loppement des  Echinorhgnques.  Compt.  rend.,  T.  93,  1881. 


di  Echinorinco  a  tromba  estroflessa. 


semplice  dell'  intestino  di  maiale. 
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Io  ritengo  infatti  che  i  lemnischi  siano  organi  digestivi.  Questa 
ipotesi  era  già  sorta  in  me  fino  da  quando  osservai  i  preparati  del 
Lepri  (1)  il  quale,  nell'interno  dei  lemnisohi  dell' E.  caudatus  Zeder,  vide 
alcuni  cristalli  di  ematoidina,  i  quali,  senza  dubbio,  provenivano  dal 
sangue  dell'ospite,  assorbito  dal  verme. 

Ora  la  supposizione  si  tramuta  in  convinzione  tanto  più  che, 
nell'interno  dei  diverticoli  dei  lemnischi  stessi,  ho  potuto  rinvenire  non 
solo  qualche  leucocito  neutrofilo  a  nucleo  polimorfo,  insieme  a  nume- 
rosi eosinofili,  ma  anche,  ciò  che  mi  sembra  d'importanza  straordinaria, 
alcune  cellule  dell'epitelio  cilindrico  semplice  dell'intestino  le  quali, 
sebbene  già  in  via  di  alterazione,  Jasciano  ben  vedere  l'orlo  cutico- 
lare ed  il  nucleo  alquanto  spostato  e  vacuolizzato  (fig.  12). 

Questi  elementi  figurati  giungono  quindi  nell'interno  dei  lemnischi 
in  seguito  ad  un  meccanismo  di  aspirazione  prodotto  in  parte  per 
la  contrazione  dello  boccuccie  beanti,  che  si  trovano  alla  base  della 
tromba,  la  quale  è  fissata  alle  pareti  dell'intestino  dell'ospite,  in 
parte  per  i  movimenti  ritmici  non  solo  dei  lemnischi,  ma  anche  di 
tutti  i  muscoli  del  corpo. 

Ma  cosa  avviene  in  seguito  delle  sostanze  nutritive  liquide,  con- 
tengano o  no  elementi  figurati,  una  volta  giunte  nell'interno  del 
lemnisco  stesso  ? 

Per  poterci  spiegare  la  via  che  essi  percorrono  e  la  fine  che  fa- 
ranno occorre  seguire  ancora  la  struttura  anatomica  del  verme. 

Ho  già  detto  che  ciascun  lemnisco  ha  un  sistema  di  lacune  di 
vario  calibro  e  che  le  più  piccole  terminano  alla  periferia,  special- 
mente della  porzione  posteriore  del  lemnisco  stesso  in  alveoli  più 
o  meno  grandi  a  fondo  cieco.  La  parete  di  questi  alveoli  è  di 
una  sottigliezza  estrema  e  credo  si  presti  assai  bene,  molto  meglio 
della  cuticola  del  verme  stesso,  ai  processi  osmotici  (fig.  13).  I  liquidi 
aspirati  dal  verme,  giunti  per  il  tramite  delle  lacune  del  collo  e  della 
lacuna  circolare  in  quella  assiale  del  lemnisco  giungono  nei  vari  diver- 
ticoli e  progressivamente  passano  da  quelli  anteriori  ai  posteriori  e  da 
qui  alle  lacune  terminali  ed  agli  alveoli  che  oltrepassano  per  osmosi. 
E,  mentre  i  residui  alimentari,  seguendo  forse  una  via  a  ritroso,  ver- 
rebbero ad  essere  espulsi  dagli  stessi  pori  laterali  del  collo,  le  sostanze 
liquide,  prive  di  elementi  figurati,  una  volta  uscite  dal  lemnisco,  giun- 
gono nelle  loggie  laterali  che  riempiono  completamente. 

Nell'interno  di  queste  loggie,  lungo  la  parete  interna  del  corpo,  si 


(1)  Lepri  G.  Elminti  in  rapaci  della  provincia  di  Roma.  BoUett.  Soc.  Ro- 
mana Studi  Zoologici,  voi.  VII,  1898. 
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trovano  due  corpi  longitudinali  che  il  SaefEtigen  (1)  raffigura  e  chiama 
canali  longitudinali  della  subcuticola.  Essi  fanno  sporgenza  nella  cavità 
del  corpo  mentre  con  una  porzione  ristretta  si  insinuano  fra  le  cellule 
muscolari  longitudinali. 

Limitati  da  una  sottile  membrana,  che  è  distesa  quando  il  paras- 
sita è  in  completa  estensione  e  ci  presenta  invece  delle  introfles- 
sioni più  o  meno  notevoli  se  l'animale  è  contratto,  essi  ci  pre- 
sentano una  struttura  reticolata  a  maglie  varie  per  grandezza,  ripiene 
di  una  sostanza  finamente  granulosa,  uguale  a  quella  che  si  trova 
nella  lacuna  assiale  dei  lemnischi  e  nelle  loggie  laterali. 


Questi  corpi  longitudinali  si  originano  poco  dietro  alla  lacuna 
circolare  del  corpo  alla  quale  sono  attaccati  per  mezzo  di  cellule 
muscolari  longitudinali:  si  estendono  in  linea  retta  fin  verso  l'estre- 
mità posteriore  del  corpo  e,  con  altre  cellule  muscolari  longitudinaU, 
terminano,  diminuendo  man  mano  di  volume,  poco  prima  del  fondo 
cieco  delle  loggie  laterali. 

Essi,  come  si  disse,  si  insinuano  con  la  parte  assottigliata  fra 
le  cellule  muscolari  e  di  tanto  in  tanto,  oltrepassando  e  spostando 
lo  strato  delle  cellule  muscolari  circolari,  contraggono  rapporti  con 
grandi  lacune  longitudinali  principali  che  seguono  parallelamente  dal- 
l'estremità anteriore  alla  posteriore  del  corpo.  Queste  lacune  longi- 


Fig.  13.  —  Sezione  trasversale  di  un  lemnisco  con  la  lacuna  assiale 
e  le  dilatazioni  alveolari  periferiche.  (Oc.  4  obb.  6  Koristka). 


(1)  Saepftigen.  Zur  Organisatiou  der  Echinovhynchen.  Morphol.  Jahrb. 
Voi.  X. 
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tudinali  principali  comunicano  alla  loro  volta  per  mezzo  di  rami 
anastomotici  circolari,  che  da  esse  si  dipartono  ad  angolo  più  o  meno 
retto,  con  altre  lacune  longitudinali  secondarie  le  quali  poi,  sempre 
con  rami  circolari,  sono  in  relazione  con  due  grandi  lacune  longitu- 
dinali mediane. 

Alla  lor  volta  queste  contraggono  ad  intervalli  rapporti  con  altre 
lacune  sempre  longitudinali,  decorrenti  a  queste  parallele,  e  che  si 


Is  c     me     Imi  Imi  ip  mi 


Kg.  14.  —  Sezione  trasversale  della  parte  anteriore  di  un  Giganthorhynchiis  (schematica). 
c,  cuticola  ;  ip,  ipodermide  ;  me,  muscoli  circolari  ;  mi,  muscoli  longitudinali  ; 
l,  lemnisclii;  s,  setto  longitudinale;  ms,  muscoli  del  setto;  cls,  canali  longitudinali 
subcuticolari  ;  llp,  lacune  longitudinali  principali  ;  Is,  lacune  secondarie  ;  Imi,  lacune 
mediane  longitudinali;  Imi,  lacune  mediane  intermuscolari. 


trovano  fra  lo  strato  circolare  e  quello  longitudinale  delle  fibre  mu- 
scolari e  che  potrebbero  chiamarsi  lacune  intermuscolari  mediane,  le 
quali  poi,  fra  cellula  e  cellula  muscolare,  vengono  quasi  a  sporgere 
nella  loggia  centrale  del  corpo  o  loggia  genitale  (fig.  14). 

Tutte  queste  serie  diverse  di  lacune,  come  anche  la  loggia  cen- 
trale, nello  spazio  lasciato  libero  dagli  organi  genitali  sono  ripiene  di 
un  liquido  che,  coagulandosi  al  calore,  si  presenta  nelle  sezioni  fina- 
mente granuloso. 

Ciò  premesso,  a  me  sembra,  che  l'introduzione  dei  liquidi  ali- 
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mentari  non  debba  avvenire  per  via  osmotica  attraverso  la  cuticola 
che  riveste  il  corpo  del  verme  ma  che  essi,  introdotti  per  le  aperture 
che  si  rinvengono  ai  lati  del  collo,  seguano  una  via  definita  attra- 
verso i  vari  sistemi  di  lacune,  spinti  dall'uno  all'altro  per  le  ritmiche 
volontarie  ed  involontarie  contrazioni  di  tutto  il  corpo  o  delle  varie 
porzioni  di  esso;  e,  dopo  aver  servito  alla  nutrizione  dei  vari  organi 
e  tessuti,  arrivino  nella  loggia  genitale,  donde  giungerebbero  all'esterno 
per  il  tramite  degli  organi  escretori  propriamente  detti,  i  quali,  se- 
condo il  Kaiser,  sono  situati  nei  maschi  sul  bordo  superiore  del 
dotto  eiaculatore  e  nelle  femmine  nella  campana. 

Le  sostanze  nutritive  quindi,  sia  che  si  trovino  già  elaborate 
dall'ospite  nel  suo  lume  intestinale  (chimo,  ecc.),  sia  che  provengano 
dalle  pareti  dell'intestino  cui  si  fissa  il  parassita  (plasma,  elementi 
cellulari,  ecc.)  aspirate  da  esso  e  penetrate  nelle  aperture  laterali, 
dopo  aver  circolato  nelle  lacune  del  collo  passerebbero,  a  mio  avviso 
nella  lacuna  circolare  e  da  qui  nei  lemnischi.  In  questi  organi  infatti 
solamente  possono  rinvenirsi  gli  elementi  figurati  quasi  intatti  che 
appartenevano  all'ospite  (leucociti,  cellule  epiteliali),  elementi  che  non 
mi  fu  mai  possibile  rinvenire  nè  dentro  le  varie  loggie  del  corpo,  nè 
dentro  i  complicati  sistemi  lac^unari. 

Ciò  mi  sembra  che  stia  a  dimostrare  come  i  lemnischi  servono  a 
trattenere,  disgregare  e  forse  digerire  le  varie  sostanze  assorbite  che 
poi  insieme  ai  vari  liquidi  nutritivi,  passerebbero  dapprima  nelle  la- 
cune secondarie  poi  in  quelle  alveolari  periferiche  del  lemnisco  stesso. 

Queste,  avendo  pareti  estremamente  delicate  e  sottili  si  prestano 
assai  bene  al  loro  passaggio  osmotico  nelle  loggie  laterali.  Da  qui 
verrebbero,  sia  per  la  contrazione  dei  setti  longitudinali  sia  per  quella 
di  tutto  il  corpo  spinte  verso  la  grande  lacuna  subcuticolare  ;  da 
questa  passerebbero  prima  nelle  due  lacune  longitudinali  maggiori,  poi 
per  le  lacune  circolari  giungerebbero  in  quelle  longitudinali  secon- 
darie e  da  esse  nelle  due  lacune  longitudinali  mediane.  Da  queste  i 
liquidi  passerebbero  poi  in  quelle  mediane  intermuscolari  e  poi  nella 
loggia  centrale  o  genitale  del  corpo,  donde  giungerebbero  all'esterno 
per  i  canali  del  sistema  escretore  i  quali  nei  maschi  sboccano,  come 
si  è  detto,  nel  detto  eiaculatore  al  suo  bordo  superiore,  e  nelle  fem- 
mine terminano  nell'utero. 

Si  avrebbe  in  tal  guisa,  attraverso  i  vari  sistemi  di  lacune,  una 
circolazione  continua  di  sostanze  nutritizie  le  quali  avrebbero  la  loro 
prima  elaborazione  nell'interno  dei  lemnischi  stessi. 

Questi  potrebbero  quindi  giustamente  paragonarsi,  come  già  disse 
il  Mégnin,  alle  branche  dell'intestino  dei  Trematodi. 
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Dopo  quanto  si  è  detto,  considerando  che  negli  Echinorinchi  man- 
cano organi  speciali  di  secrezione  e  che  l'apparato  escretore  propria- 
mente detto,  è  assai  ridotto,  si  può  dedurre  che  i  prodotti  del  ricam- 
bio del  parassita  stesso  si  rinvengono  distribuiti  più  o  meno  unifor- 
memente in  tutto  il  suo  corpo. 

Per  constatare  quindi  se  il  verme  possa  contenere  ed  emettere 
sostanze  tossiche  ad  azione  emolitica,  che  esercitino  la  loro  azione 
sull'organismo  dell'ospite,  ho  creduto  opportuno  esperimentare  con  gli 
estratti  ottenuti  con  la  triturazione  ed  il  pestamente  del  verme 
stesso. 

In  ogni  modo,  oltre  ad  usare  liquidi  avuti  dall'intero  verme,  ho 
voluto  fare  qualche  esperimento  anche  usandone  altri  ottenuti  sia 
dalla  porzione  anteriore  come  da  quella  posteriore  od  anche  dai  soli 
lemnischi  accuratamente  isolati. 

Le  esperienze,  oltre  che  sul  sangue  del  maiale,  furono  praticate  in 
via  di  confronto  su  quello  di  pecora,  di  bue  ed  anche  dell'uomo  e, 
per  vedere  se  anche  altri  Elminti  ad  habitat  uguale  a  quello  degli 
Echinorinchi,  potessero  esplicare  la  medesima  azione  si  provò  con  i 
vari  liquidi  ottenuti  àaìVAscaris  lumhricoides  L.  var.  suis. 

La  prima  serie  di  esperienze  fu  fatta  sia  con  l'estratto  degli  Echi- 
norinchi in  loto,  maschi  e  femmine  presi  isolatamente,  oppure  insieme 
uniti  nella  proporzione  di  due  9  per  un  5.  sia  con  l'estratto  dei  soli 
tegumenti  (cuticola,  ipoderma  e  muscoli)  tanto  dei  maschi  come  delle 
femmine  o  di  ambedue  insieme  nelle  stesse  proporzioni  di  un  5 
per  due  9- 

I  vermi,  raccolti  vivi  al  mattatoio  di  Roma,  venivano  dapprima 
accuratamente  lavati  in  soluzione  fisiologica  di  cloruro  di  sodio  (0.90  %) 
poscia  erano  tagliuzzati  in  loto  o  dopo  averne  estratti  gli  organi 
genitali,  a  seconda  del  caso,  e  poi  pestati  al  mortaio  insieme  a  sab- 
bia di  mare  resa  sterile  con  il  riscaldamento. 

Per  agevolare  l'operazione  ed  ottenere  la  maggior  quantità  possi- 
bile di  sostanza  attiva,  si  univa  durante  la  triturazione  a  poco  a  poco 
una  quantità  di  soluzione  fisiologica  pari  a  tre  volte  il  peso  dei  vermi 
adoperati.  Ottenuta  così  una  poltiglia  più  o  meno  liquida  si  filtrava 
il  tutto  dapprima  alla  carta  poscia  alla  candela  di  Berkefeld. 

II  liquido  filtrato  in  varie  diluzioni,  si  poneva  a  contatto  di  una 
quantità  costante  di  emazie  dei  vari  animali,  lavate  in  soluzione 
fisiologica,  per  ricercare  se  avvenisse  o  no  l'emolisi  e  fino  a  qual 
grado. 
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Le  provette  si  tenevano  in  stufa  a  37°  per  la  durata  di  due  ore. 

Un  centimetro  cubico  di  liquido  era  usato,  dapprima  assoluto,  poi 
diluito  in  parti  uguali  con  soluzione  di  CI  Na  (0.90  %)  e  poscia  in 
una  diluizione  ancora  minore  di  1  a  10. 

Le  esperienze  furono  divise  nelle  dodici  categorie  seguenti  a  seconda 
cioè  dei  vari  succhi  usati  e  del  modo  con  cui  venivano  estratti  o  trat- 
tati e  cioè  : 

1.  Succhi  estratti  con  soluzione  fisiologica  da  Echinorinchi  in 
loto,  maschi  e  femmine  divisi,  oppure  uniti. 

2.  Succhi  estratti  con  soluzione  fisiologica  dai  soli  tegumenti 
(cuticola  e  muscoli)  di  maschi  e  femmine  divisi,  oppure  uniti. 

3.  Succhi  ottenuti  con  soluzione  fisiologica  dalle  varie  porzioni 
del  verme  in  loto  (compresi  gli  organi  genitali). 

4.  Succhi  ottenuti  con  soluzione  fisiologica  dalle  varie  porzioni 
del  verme  (esclusi  gli  organi  genitali). 

5.  Succhi  ottenuti  con  soluzione  fisiologica  dai  lemnischi  isolati. 

6.  Liquidi  ove  vissero  i  vermi  per  quindici  ore,  resi  poi  isotonici  : 
a)  Acqua  distillata; 

p)  Soluzione  di  NaCl  al  0.40  %  ; 
y)       Id.  id.     al    0.85  %; 

S)      Id.  id.     all'   1.50  %; 

e)       Id.       di  saccarosio  al  20  %. 

7.  Succhi  dei  vari  tessuti  del  verme  ottenuti  con  soluzione  fisio- 
logica e  scaldati  per  due  ore  a  bassa  temperatura  (35°-40°). 

8.  Succhi  dei  vari  tessuti  del  verme  ottenuti  con  soluzione  fisio- 
logica, scaldati  poi  per  30  minuti  a  55''-70°  e  100°. 

9.  Succhi  dei  vari  tessuti  del  verme  ottenuti  con  acqua  distil- 
lata e  resi  poi  isotonici. 

10.  Succhi  dei  vari  tessuti  del  verme  ottenuti  con  acqua  distil- 
lata, resi  poi  isotonici  e  scaldati  per  30'  a  55°- 70"  e  100°. 

11.  Succhi  dei  vari  tessuti  del  verme  ottenuti  con  acqua  distil- 
lata, scaldati  poi  per  30'  a  55^-70°  e  100°  e  resi  poi  isotonici. 

12.  Estratto  alcoolico  dei  vari  tessuti  del  verme  ripreso  poi  in 
soluzione  fisiologica. 

I  vari  liquidi  ottenuti  con  la  triturazione  ed  il  pestamente  a  mor- 
taio, sia  con  acqua  distillata  sia  con  soluzione  fisiologica,  dopo  filtrati 
a  carta  od  a  candela  di  Berkefeld  si  presentano  limpidi,  di  un  colo- 
rito carnicino  sudicio  ed  hanno  reazione  neutra. 

Quando  questi  liquidi  si  riscaldano  a  basse  temperature  (35°-40°) 
non  perdono  nè  la  limpidezza,  nè  il  loro  colorito,  nè  modificano  la 
reazione. 
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Se  invece  si  scaldano  a  temperature  più  elevate  per  circa  mezz'ora, 
allora  si  nota  a  55°  un  lieve  intorbidamento,  che  diventa  molto  mag- 
giore a  70°  e  che  si  muta  in  un  abbondante  deposito  bianco  latteo 
a  100°. 

L'estratto  alcoolieo  è  bianco  verdastro  e,  quando,  evaporato  l'al- 
cool, esso  è  ripreso  in  soluzione  fisiologica,  si  ottiene  una  sospensione 
di  color  giallo  chiaro  con  riflessi  verdastri. 

Il  liquido  dove  hanno  vissuto  i  vermi,  torbido  prima  della  filtra- 
zione diviene  limpido,  incoloro  o  appena  opalescente  dopo  filtrato  alla 
carta  ed  a  candela. 

Ciò  premesso,  facendo  osservare  che  il  segno  +  indica  che  vi  è 
manifesta  emolisi,  tanto  più  sollecita  e  più  intensa  quanto  mag- 
giore è  il  numero  delle  +  e  che  il  segno  —  indica  che  nella  stessa 
unità  di  tempo  non  si  è  manifestata  alcuna  emolisi,  ecco  riassunti 
in  tabelle  i  risultati  delle  esperienze  : 
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I.  —  Esperienze  fatte  con  estratti  di  Echinorinchi  in  toto 
con  soluzione  fisiologica. 


Estratto 

di  maschi  e  femmine 
uniti 
su  sauguc  di 

di  maschi 
su  sangue 

soli 
di 

dì  femmine 
su  sangue 

sole 
di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Assoluto  .... 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

+  +  + 

+ 

+  +  + 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

Diluito  1:2  .  .  . 

+  +  + 

+ 

+  + 

+  +  + 

+ 

+  +  + 

+ 

+  + 

Diluito  1: 10.  .  . 

+  + 

+ 

tracco 

+  + 

+ 

tracce 

+  + 

+ 

+ 

II.  —  Esperienze  fatte  con  estratti  ottenuti  dai  soli  tegumenti  {cuticola 
e  muscoli)  di  Echinorinchi  con  soluzione  fisiologica. 


Estratto 

di  maschi  e  femmine 
su  sangue  di 

d  i  va 
su 

ischi 
sangue 

soli 
di 

di  femmine 
su  sangue 

sole 
di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

Diluito  1:2  .  .  . 

+  +  + 

+ 

+  + 

+  +  + 

+ 

+  + 

+  + 

+ 

+  +  + 

Diluito  1: 20.  .  . 

+  + 

+ 

tracce 

+  + 

+ 

+ 

+  + 

+ 

+ 

Veduto  che  nessuna  differenza  notevole  si  rimarcava  adoperando 
dei  maschi  e  delle  femmine  uniti  o  divisi,  le  esperienze  consecutive 
furono  fatte  usando  sempre  maschi  e  femmine  insieme,  attenendoci  alla 
proporzione  costante  di  1  (5  per  2  g. 


HI.  —  Esperienze  fatte  con  esfratti  ottenuti  con  soluzione  fisiologica  dalle 
varie  porzioni  del  verme  in  toto,  compresi  gli  organi  genitali. 


Estratto 

della  porzione  anteriore 
su  sangue  di 

della  porzione  media 
su  sangue  di 

della  porzione 
posteriore 
su  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Pe- 
cora 

Maiale 

Bue 

Pe- 
cora 

Maiale 

Bue 

Pe- 
cora 

Assoluto  .... 

+  + 

+ 

+  + 

+  + 

+ 

+  + 

+  + 

+ 

+ 

Diluito  1:2  .  .  . 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Diluito  1:  10.  .  . 

+ 

tracce 

+ 

+ 

tracce 

+ 

+ 

+ 

+ 
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IV.  —  Esperienze  fatte  con  estratti  ottenuti  con  soluzione  fisiologica 
dalle  varie  porzioni  del  verme,  esclusi  gli  organi  genitali. 


Estratto 

(iella  porzione  anteriore 
su  sangue  di 

della  porzione  media 
°u  sangue  di 

della  porzione 
posteriore 
su  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

+  + 

+ 

+  + 

+  + 

+ 

+  + 

+  + 

+ 

+  + 

Diluito  1:2  ..  . 

+  + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Diluito  1:  10. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V.  —  Esperienze  fatte  con  estratti  ottenuti  con  soluzione  fisiologica 
dai  lemnischi  isolati. 


Estratto 

sul  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Assoluto 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

Diluito  1 

+  + 

+ 

+  + 

Diluito  1 

+ 

+ 

tracce 

VI.  —  Esperienze  fatte  con  i  vari  liquidi  dove  vissero  gli  Echinorinchi 
per  15  ore  (resi  poi  fisiologici). 


Estratto 

Acqua 
distillata 
su  sangue  di 

Soluzione 
di 
NaCl 
al  0.40  % 
su  sangue  di 

Soluzione 
di 
NaCl 
al  0.85  % 
su  [langue  di 

Soluzione 
di 
NaCl 
al  1.50  % 
su  sangue  di 

Soluzione 
di  saccarosio 

al  20  % 
sa  sangue  di 

Maiale 

l'ecora 

Maiale 

Pecora 

Maiale 

Pecora 

Maiale 

Pecora 

Maiale 

Pecora 

Assoluto  .... 

+  + 

+  + 

+ 

tracce 

+ 

tracce 

-1- 

tracce 

+ 

tracce 

Diluito  1:2  .  .  . 

+ 

+ 

tracce 

ìd. 

tracce 

id. 

tracce 

id. 

tracce 

id. 

Diluito  1:10.  .  . 

+ 

tracce 

Id. 

id 

Id. 

id. 

id. 

id. 

id. 

id. 
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VII.  —  Esperienze  fatte  con  gli  estratti  dei  tessuti  vari  del  verme 
previo  riscaldamento  per  2  ore  a  bassa  temperatura  (35°-40°) 


Estratto 

sul  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Assoluto 

+  + 

+ 

+  + 

Diluito  1 

+ 

+ 

+  + 

Diluito  1 

+ 

+ 

+  + 

Vili.  —  Esperienze  fatte  con  gli  estratti  ottenuti  in  soluzione  fisiologica 
dei  tessuti  del 


Estratto 

Scaldato  a  55° 
su  sangue  di 

Scaldato  a  70° 
sa  sangue  di 

Scaldato  a  100° 
su  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Assoluto  .  . 
Diluito  1:2. 
Diluito  1:10. 

IX.  —  Esperienze  fatte  con  gli  estratti  ottenuti  dai  tessuti  del  verme 
in  H^O  distillata,  resi  in  seguito  isctonici. 


Estratto 

sul  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Uomo 

+  + 

+ 

+  + 

+  +  + 

+ 

tricce 

+ 

+  +  + 

tracce 

id. 

tracce 

+  + 
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X.  —  Esperienze  fatte  con  estratti  ottenuti  dai  tessuti  del  verme  con  H^O 
distillata,  resi  poi  isotonici  e  quindi  scaldati  a  55°-70°-100°  per  30'. 


Estratto 

Scaldato  a  50» 
su  sangue  di 

Scaldato  a  70" 
su  sangue  di 

Scaldato  a  100» 
su  sangue  di 

Maiale 

Pecora 

JMaiale 

Pecora 

Maiale 

Pecora 

XI.  —  Esperienze  fatte  con  estratti  ottenuti  dai  tessuti  del  verme  in  H^O 
distillata,  poi  scaldati  per'^  '^        ^  50°-70°-100°  e  in  ultimo  tesi  isotonici. 


Estratto 

Scaldato  a  5(.o 
su  sangue  di 

Scaldato  a  70° 
su  sangue  di 

Scaldato  a  lOO» 
su  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Maiale 

Bue 

Maiale 

Bue 

XII.  —  Esperienze  fatte  con  l'estratto  alcoolico  dei  tessuti  del  verme 
ripreso  poi  in  soluzione  fisiologica. 


Estratto 

sul  sangue  di 

Maiale 

Bue 

Pecora 

Diluito  1:2                   .  .... 

Diluito  1 :  10  

24 
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Come  dissi  più  sopra  ho  voluto  fare  qualche  esperienza  compara- 
tiva con  YAscaris  lumbricoides  del  maiale.  Con  questo  parassita  sag- 
giai tanto  l'estratto  ottenuto  dalla  triturazione  e  pestamento  della 
cuticola  e  dei  muscoli,  usando  la  stessa  tecnica  come  per  l'Echino- 
rinco,  quanto  il  liquido  caratteristico  che  riempie  la  cavità  interna 
del  corpo.  Provai  anche  con  i  liquidi  ove  erano  vissuti  per  15  ore 
gli  Ascaridi  stessi  ripetendo  cioè  le  esperienze  delle  serie  6*,  7*.  S"^, 
9'\  10*,  11*  e  12*.  I  risaltati  ottenuti  furono  sempre  uniformemente 
negativi,  giacché  non  ho  mai  potuto  avere  la  benché  minima  traccia 
di  emolisi,  nè  usando  sangue  di  maiale,  nè  quello  della  pecora,  né 
quello  del  bue. 

*^  ■ 
*  * 

Da  quanto  ho  esposto  più  sopra  credo  quindi  poter  giungere  alle 
seguenti 

Concinsioni. 

1.  Nel  Giganthorhynchus  gigas  (Goeze)  esistono  ai  lati  del  collo  due 
aperture  in  comunicazione  con  le  lacune  del  collo  e  con  la  lacuna 
circolare;  esse  sembra  debbano  servire  alla  suzione  degli  alimenti. 

2.  I  lemnischi  non  concorrono  alla  estroflessione  della  tromba  ma, 
dal  momento  che  nell'interno  dei  loro  diverticoli  si  rinvengono  cri- 
stalli di  ematoidina  (Lepri),  leucociti  eosinofili  e  neutrofili  a  nucleo 
polimorfo,  ed  anche  cellule  dell'epitelio  cilindrico  dell'intestino  del- 
l'ospite, debbono  essere  considerati  come  branche  d'intestino  rudi- 
mentale. 

3.  La  cavità  del  corpo  del  Oiganthorhynchm  gigas  è  divisa  in  tre 
loggie,  due  laterali  nelle  quali  pescano  i  lemnischi,  ed  una  centrale  che 
contiene  gli  organi  genitali. 

4.  I  vari  sistemi  di  lacune  del  corpo,  del  collo  e  dei  lemnischi, 
come  pure  le  loggie  laterali,  contengono  un  liquido  granuloso  che, 
dopo  aver  circolato  nelle  varie  lacune,  giungerebbe  nella  loggia  cen- 
trale, donde  sarebbe  poi  espulso  dal  sistema  escretore. 

5.  Il  liquido  che  si  estrae  dalla  triturazione  e  dal  pestamento  del 
verme,  come  pure  i  liquidi  dove  vissero  i  vermi  stessi,  contengono 
una  sostanza  che  esercita  un'azione  emolitica  sul  sangue  di  alcuni 
mammiferi. 
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6.  La  sostanza  ad  azione  emolitica  è  di  origine  organica  ed  è  ter- 
molabile; il  suo  potere  emolitico  scompare  se  si  espone  a  temperature 
superiori  a  40°. 

7.  Essa  è  di  natura  colloidale,  insolubile  in  alcool  e  assai  solubile 
tanto  in  H^O  distillata  quanto  in  soluzione  fisiologica. 

8.  Non  è  specifica  per  il  maiale,  di  cui  il  Oiganthorhynchus  è  pa- 
rassita abituale,  nè  per  l'uomo  nel  quale  può  questo  verme  rinve- 
nirsi accidentalmente.  La  sua  azione  si  manifesta  anche,  sebbene  in 
minor  grado,  sul  sangue  di  pecora  e  su  quello  del  bue. 


Portatori  ed  emuntori  di  germi  patogeni 


Alcune  osservazioni  serologiche  sui  portatori  del  vibrione  colerigeno 

per  il  dott.  MARIO  LEVI  DELLA  VIDA. 

È  noto  quale  importanza  per  la  epidemiologia  e  per  la  batterio- 
logia abbia  assunto  in  pochi  anni  quel  nuovo  capitolo  che  concerne 
i  portatori  di  germi  patogeni  ;  quegli  individui  cioè  che,  apparente- 
mente godendo  buona  salute,  albergano  nel  loro  organismo  i  germi 
specifici  di  alcune  malattie,  germi  che  secondo  la  grande  maggioranza 
degli  autori  non  sono  ubiquitari  :  del  tifo  (e  paratifi)  della  dissen- 
teria, del  colera,  della  difterite,  della  meningite  cerebro-spinale  epi- 
demica . 

Quale  interpretazione  si  deve  dare  a  questi  portatori  di  germi  ? 
Sono  essi  individui  che  hanno  superato  più  o  meno  di  recente  una 
infezione  e  continuano  dopo  la  guarigione  clinica  ad  eliminare  i  germi 
della  malattia  sofferta  {Dauerausscheider ,  propriamente  detti  dai  te- 
deschi, che  noi  chiameremo  emuntori) ,  oppure  sono  individui  nei 
quali  i  germi  patogeni  penetrano,  vivono,  si  moltiplicano,  sono  elimi- 
nati senza  dar  luogo  ad  alcun  fenomeno  morboso  (Bazillenlrdger,  di 
Fornet  (11),  che  noi  chiameremo  portatori  sani  o  portatori  in  senso 
stretto) ? 

Molte  volte  a  questa  domanda  è  assai  facile  rispondere  perchè 
l'esame  anamnestico  già  basta  a  porre  in  rilievo  la  infezione  passata: 
ma  altre  volte  invece  anche  la  più  accurata  indagine  anamnestica 
riesce  completamente  negativa,  e  in  tal  caso  come  si  può  escludere 
che  vi  sia  stata  una  infezione,  passata  inavvertita  per  la  mitezza 
dei  sintomi,  quando  sappiamo  che  anche  le  malattie  le  quali  di  solito 
si  rivelano  coi  sintomi  più  imponenti  possono  talvolta  essere  così 
leggere  da  non  dar  segno  di  sé  nè  al  medico  nè  al  paziente  ì 

Vi  sono  a  volte  delle  circostanze  di  luogo  e  di  tempo  tali  che 
permettono  senz'altro  di  ascrivere  alcuni  individui  alla  categoria  dei 
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portatori  sani:  è  noto  l'esempio  portato  da  Scheller  (44)  di  una  lat- 
teria, dove,  avendo  un  portatore  cronico  infettato  il  latte,  18  individui 
divennero  portatori  del  batterio  del  tifo  rimanendo  in  perfetto  stato 
di  salute  :  allontanato  l'emuntore,  scomparvero  i  batteri  specifici  dalle 
feci  di  questi  portatori  sani  ;  un  altro  esempio  lo  troviamo  in  ciò 
che  riferisce  Conradi  (6)  a  proposito  del  B.  paratyphi  B  ;  in  un  vil- 
laggio indenne,  5  persone,  le  cui  feci  erano  state  esaminate  preceden- 
temente, mangiano  delle  carni  insaccate  crude  (nelle  quali  più  tardi 
si  mette  in  evidenza  il  batterio  del  paratifo  B).  All'indomani,  e  per 
una  sola  volta,  si  può  constatare,  nelle  feci  di  uno  e  nelle  urine  di 
un  altro  dei  5  individui,  la  presenza  del  Bacterium  paratyphi  B. 

Altre  volte  invece  non  è  assolutamente  possibile  discernere  se  al- 
cuni individui  siano  veramente  emuntori  o  semplicemente  portatori: 
questione  la  quale  ha  anche  il  suo  lato  pratico,  poiché,  almeno  per 
i  portatori  sani  di  germi  tifosi  e  paratifosi  (che  sono  stati  i  meglio 
studiati)  si  ammette  generalmente  che  la  eliminazione  è  sempre  fu- 
gace e  il  numero  dei  germi  eliminati  molto  scarso. 

Un  mezzo  per  indagare  là  dove  le  ricerche  anamnestiche  non  ci 
permettono  di  arrivare,  possiamo  trovarlo  in  alcune  ricerche  di  labo- 
ratorio ;  possediamo  ora  in  queste  un'ausilio  di  una  squisita  sensibi- 
lità per  svelare  la  esistenza  di  una  pregressa  infezione  :  poiché  sap- 
piamo come  si  possano  mettere  in  rilievo  nel  siero  di  un  organismo 
che  abbia  superato  una  infezione  tifosa,  colerica,  dissenterica,  ecc., 
delle  proprietà  specifiche,  acquisite  nella  malattia  sofferta. 

Non  solo  quando  la  causa  morbigena  dà  sintomi  chiari  di  malat- 
tia, ma  anche  quando  tale  causa  è  troppo  lieve,  o  l'individuo  offre 
troppa  resistenza,  perchè  i  sintomi  si  manifestino  clinicamente,  é 
logico  supporre  che  l'organismo  reagisca  con  la  produzione  di  anticorpi 
specifici  :  tale  supposizione  è  avvalorata  da  osservazioni  e  da  ricerche 
sperimentali.  i 

Ed  è  anche  logico  supporre  che  se,  invece,  un  individuo  alberga 
sollanto  casualmente  e  transitoriamente  i  germi  patogeni  allo  stato 
di  saprofiti,  non  si  produrranno  in  lui  reazioni  immunitarie  che  si 
possano  poi  dimostrare  con  proprietà  specifiche  del  siero. 

Se  tali  supposizioni  corrispondono  alla  realtà,  ricercando  nei  por- 
tatori di  germi  la  presenza  di  anticorpi  nel  siero,  ai  potrebbe  distin- 
guere una  categoria  di  portatori  in  cui  tali  anticorpi  esistono  :  essi 
devono  ritenersi  allora  come  indice  di  una  pregressa  infezione  :  e  una 
categoria  nella  quale  la  ricerca  degli  anticorpi  specifici  dà  esito  ne- 
gativo ;  a  questa  categoria  dovrebbero  appartenere  tutti  i  portatori 
sani;  con  essi  andranno  naturalmente  confusi  alcuni  di  quegli  emun- 
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tori  nei  quali  le  proprietà  specifiche  sono  andate  affievolendosi  e  sono 
scomparse  per  il  lungo  lasso  di  tempo  trascorso  tra  là  infezione  sof- 
terta  e  il  momento  in  cui  si  compie  la  ricerca;  e  forse  anche  quei 
pochi  individui  che,  pur  avendo  sofferto  una  malattia  infettiva,  per 
ragioni  che  ancora  non  sono  del  tutto  lumeggiate,  non  hanno  mai 
reagito  con  la  produzione  di  anticorpi. 

Le  numerose  ricerche  fatte  sui  portatori  del  batterio  del  tifo  e  dei 
batteri  paratifosi  hanno  dato  dei  risultati  che  collimano  perfettamente 
con  queste  premesse. 

La  grandissima  maggioranza  degli  emuntori  del  batterio  del  tifo 
presentano  proprietà  agglutinanti  del  siero  :  cito,  quali  esempi,  le  os- 
servazioni di  Forster  e  Kayser  (12),  di  Nieter  e  Liefmann  (37),  Levy 
e  Wieber  (28),  Dehler  (9),  Leddingham  (26),  Schòne  (45),  Gaehtgens 
(15),  Roscoc  (41),  Hamilton  (19);  secondo  Kayser  (24)  la  reazione  di 
Widal  sarebbe  positiva  nel  75  per  cento  dei  casi  ;  di  solito  nel  rap- 
porto di  1  :  lUO,  talora  anche  a  titoli  molto  più  elevati  (Kayser,  Schel- 
ler  (44),  ecc.). 

E  lo  stesóo  si  può  dire  per  gli  emuntori  dei  batteri  paratifosi  : 
Trommsdorff,  Rajchmann  e  Porter  (53)  riscontrano  la  reazione  agglu- 
tinante in  una  portatrice  cronica  di  un  batterio  del  tipo  dell'  Hog- 
cholera,  la  quale  fu  causa  di  una  grave  ed  estesa  epidemia  di  origine 
alimentare  ;  Dean  (7)  in  una  portatrice  malata  di  colelitiasi  e  coleci- 
stite mette  in  evidenza  agglutinine  per  il  B.  enteritidis  tipo  Gaertner; 
Frigge  e  Sachs- Miike  (39)  osservano  agglutinazione  nel  siero  di  por- 
tatori cronici  del  batterio  paratifoso  A.  Cosi  pure  per  il  batterio 
dissenterico  era  agglutinante  il  siero  del  portatore  studiato  da 
Lentz  (27). 

Altri  anticorpi  specifici  furono  osservati  negli  emuntori  di  batteri 
tifosi  e  paratifosi:  così  Schòne  (45)  per  mezzo  della  reazione  di  Bor- 
det  e  Gengou  mette  in  evidenza  una  sensibilizzatrice  :  Gaehtgens  (15) 
e  Hamilton  (19)  osservano  nei  portatori  cronici  l'indice  opsonico  molto 
superiore  al  normale. 

D'altra  parte  accanto  a  tali  constatazioni  troviamo  la  asserzione 
di  parecchi  autori  che  negano  la  esistenza  di  anticorpi  nei  portatori 
sani:  cito,  quali  esempi,  le  osservazioni  di  Conradi  (6)  e  di  Frigge  e 
Sachs-Muke  (.39). 

Fer  ciò  che  concerne  i  jDortatori  del  batterio  di  LòfBer  e  del  me- 
ningococco,  non  sono  state  fatte,  che  io  sappia,  ricerche  nel  campo 
delle  reazioni  immunitarie  ;  per  i  portatori  del  vibrione  del  colera 
poche  sono  le  osservazioni;  e  le  riferirò  dettagliatamente  più  avanti 
(pag.  381). 
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* 

*  * 

È  inutile  che  io  mi  soffermi  sulla  patogenesi  degli  emuntori  :  sono 
troppo  conosciute,  per  ciò  che  riguarda  il  tifo  e  il  paratifo,  le  ricer- 
che dei  numerosissimi  autori  che  hanno  dimostrato  come  ia  localiz- 
zazione di  questi  germi  nelle  vie  biliari  costituisca  la  vera  ragione 
della  lunga  loro  persistenza  nell'organismo  umano,  e  come  la  loro  lenta 
eliminazione,  per  un  tempo  talvolta,  lunghissimo  (1),  sia  sostenuta  da 
lesioni  delle  vie  biliari  più  o  mei.o  gravi,  più  o  meno  manifeste,  de- 
terminate dai  germi  suddetti. 

Per  la  dissenteria  si  ritiene  dai  più  ohe  la  cronicità  della  elimina- 
zione stia  in  rapporto  o  con  forme  facilmente  recidivanti,  o  con  leg- 
gere lesioni  che  si  mantengono  a  lungo  nell'intestino. 

La  lunga  persistenza  nelle  fauci  e  nelle  fosse  nasali  del  batterio 
della  difterite  (da  parecchi  mesi  fino  a  quattro  anni)  è  dovuta  alla 
grande  resistenza  del  germe  in  un  ambiente  che  gli  offre  certamente 
condizioni  di  vita  favorevoli. 

In  quanto  al  meningococco  rari  sono  i  casi  in  cui  esso  persiste  a 
lungo  nei  portatori;  e  non  a  torto  forse  il  Dopter  (10)  considera  i  por- 
tatori come  veri  malati  di  rinofaringiti  meningococciche;  esisterebbero 
delle  epidemie  di  rinofaringite  :  in  alcuni  malati  tutto  si  limiterebbe 
alla  localizzazione  del  meningococco  nelle  .fosse  nasali  e  nel  faringe, 
e  sono  questi  che  generalmente  vanno  considerati  come  portatori: 
in  altri   si  avrebbe   secondariamente  una  localizzazione  meningea. 

Non  si  conoscono  finora  portatori  cronici  del  vibrione  colerigeno: 
le  eliminazioni  di  più  lunga  durata  dei  vibrioni  sono  state  osservate 
da  Stiihlern  (49)  fino  al  90°  giorno;  da  Grixoni  (18)  e  da  Montefusco 
(33)  fino  al  71°  giorno  ;  da  Déckner  (8)  fino  al  69°;  qui  a  Roma  la 
massima  durata  è  stata  osservata  in  un  convalescente  di  colera  sul 
finire  del  1910  (circa  2  mesi).  Ma  di  solito  la  eliminazione  è  brevis- 
sima, da  pochissimi  giorni  a  due  o  tre  settimane. 

*  * 

Troppo  lungo  sarebbe  passare  in  rivista  i  mezzi  indicati  e  speri- 
mentati per  liberare  dai  germi  patogeni  l'organismo  dei  portatori: 
dai  vari  trattamenti  locali  proposti  por  i  portatori  del  batterio  di 


(1)  Citerò,  tra  i  casi  di  eliminazione  durata  più  a  lungo,  quello  riferito  da 
Gregg  (17),  di  una  donna  che  einquantadue  anni  dopo  aver  sofferto  il  tifo 
ancora  era  stata  causa  di  infezioni  tifose  fra  le  persone  che  la  circondavano: 
e  il  caso  di  Jundell  (23)  che  riferisce  l'autopsia  di  una  portatrice  cronica  da 
cinquanta  anni,  nella  quale  non  si  rinvennero  lesioni  speciali,  ma  si  potè 
isolare  il  B.  fyphi  in.  coltura  pura  dalla  bile. 
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Lòffler  e  del  meningococco  alle  più  svariate  sostanze  purgative,  co- 
lagoghe, disinfettanti,  ai  fermenti  lattici  e  ai  prodotti  del  batterio 
piocianeo,  preconizzati  per  il  trattamento  dei  portatori  di  tifo,  para- 
tifo, dissenteria,  colera  ;  dalla  proposta  di  abbondanti  lavaggi  dell'in- 
testino a  quella,  varie  volte  messa  in  pratica,  di  interventi  chirurgici 
sulle  vie  biliari  nei  casi  di  portatori  del  tifo  e  paratifo.  Basti  dire 
che,  purtroppo,  nessun  mezzo,  neppure  il  più  radicale,  è  capace  di 
dare,  almeno  con  costanza,  il  successo  sperato. 

* 
*  * 

Accennerò  piuttosto  brevemente  ad  una  questione  assai  importante 
dal  punto  di  vista  pratico,  quale  è  quella  del  pericolo  che  i  portatori 
possono  costituire  per  la  diffusione  delle  malattie  infettive. 

Mentre  alcuni  sono  convinti  che  questo  pericolo  esiste,  e  grave, 
altri  lo  ritengono  quasi  trascurabile. 

Il  problema  può  essere  indagato  e  risolto  seguendo  due  vie  di- 
verse: basata  l'una  sulla  osservazione  e  la  critica  di  dati  epidemio- 
logici, l'altra  sulle  conclusioni  che  si  possono  trarre  dalle  indagini  di 
laboratorio. 

Per  questa  seconda  via  si  sono  messi  tutti  quegli  scienziati  che 
hanno  sottoposto  ad  esami  comparativi  le  proprietà  morfologiche  e 
biologiche  di  diversi  stipiti  di  germi  patogeni,  provenienti  sia  da  in- 
dividui malati,  sia  da  portatori. 

Per  ciò  che  riguarda  la  vitalità  dei  batteri  del  tifo  eliminati  dai 
portatori,  abbiamo  gli  accurati  lavori  di  Morgan  e  Harvey  (34)  e  di 
Houston  (20),  i  quali  dimostrano  come  essa  non  sia  per  nulla  dimi- 
nuita; per  ciò  che  concerne  la  virulenza,  mentre  alcuni  autori  am- 
mettono che  essa  sia  inferiore  a  quella  degli  stipiti  isolati  durante 
la  malattia  (Levy  e  Wieber)  (28),  altri  più  numerosi  sostengono  che 
i  germi  eliminati  dai  portatori  hanno  una  virulenza  uguale  a  quella 
dei  germi  eliminati  dagli  individui  malati. 

Vari  autori  hanno  studiato  comparativamente  i  caratteri  dei  vi- 
brioni di  Koch  isolati  da  malati,  da  convalescenti,  da  portatori;  Lum- 
broso  e  Cerini  (30)  avrebbero  trovato  che  in  quest'ultimo  caso  essi 
hanno  proprietà  biologiche  alquanto  diverse  da  quelle  di  stipiti  ottenuti 
dal  malati;  soprattutto  avrebbero  osservato  una  minore  virulenza 
per  la  cavia;  ma  tutti  gli  altri  autori  non  hanno  riscontrato  tali 
differenze:  così  Zlatogoroff  (56)  constata  la  stessa  virulenza  nel 
vibrione  isolato  durante  la  malattia  o  al  5P  giorno  dall'inizio  della 
infezione;  Ravenna  (40)  riconosce  che  i  vari  stipiti  di  vibrione  di 
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Koch  presentano  diversa  virulenza,  ma  questa  non  è  assolutamente 
in  rapporto  con  la  provenienza  degli  stipiti  da  un  malato  o  da  un 
portatore  sano:  e  a  risultati  uguali  è  pervenuto  Fontano,  il  quale,  stu- 
diando in  questo  Istituto  d'Igiene  di  Roma,  vari  stipiti  isolati  da  malati 
«  da  portatori  nel  1910,  ha  veduto  che  essi  non  sono  differenziabili 
per  caratteri  morfologici,  colturali,  per  virulenza  nelle  cavie,  per  la 
reazione  del  rosso  colera  e  per  la  prova  dell'emolisi. 

Assai  più  numerose  sono  le  ricerche  sul  potere  patogeno  del  batterio 
di  Lòflfler  isolato  dalle  fauci  di  malati,  di  convalescenti  e  di  porta- 
tori sani:  mi  limiterò  ad  esporre  alcune  cifre:  Pennington  (38),  nelle 
scuole  di  Filadelfia,  isola  un  batterio,  morfologicamente  uguale  a 
quello  della  difterite,  nel  K*  %  degli  scolari;  la  metà  circa  di  questi 
stipiti  sono  avirulenti  per  la  cavia;  nel  30  %  si  ha  una  virulenza 
attenuata,  nel  14  %  un'alta  virulenza  ;  fra  25  stipiti  invece  isolati  da 
convalescenti  di  difterite,  osserva  in  23  una  virulenza  molto  alta. 
Con  tali  percentuali  concordano  abbastanza  bene  le  statistiche  di 
von  Sholley  (46),  che  su  1000  individui  sani  e  al  di  fuori  del  con- 
tatto specifico  isola  18  volte  germi  virulenti:  e  su  202  individui 
presi  da  famiglie  dove  erano  stati  casi  di  difterite  isola  15  stipiti 
di  batteri  virulenti.  Stadler  (48)  in  464  individui  sani  trova  17  por- 
tatori e  fra  questi  6  soltanto  presentavano  batteri  virulenti  per  la 
cavia.  Williams,  Buchanan  e  Forbes  (55)  dalle  loro  osservazioni  con- 
cludono che  dai  malati  si  ottengono  nel  74  %  dei  casi  germi  viru- 
lenti, dai  portatori  sani  nel  66  % . 

A  parte  la  diflerenze  inerenti  alle  varie  condizioni  in  cui  furono 
fatte  ie  ricerche,  si  può  dunque  concludere  per  il  batterio  della  dif- 
terite, che,  se  più  spesso  si  riscontrano  stipiti  virulenti  negli  indi- 
vidui malati  e  convalescenti,  anche  da .  quelli  che  apparentemente 
sono  portatori  sani  si  possono  isolare  germi  dotati  di  forte  potere 
patogeno  per  gli  animali  da  esperimento. 

Non  è  però  del  tutto  ingiustificata  la  sfiducia  che  alcuni  hanno 
sulla  esattezza  di  queste  esperienze  di  laboratorio  :  o  per  meglio  dire 
sulla  corrispondenza  dei  risultati  di  tali  ricerche  con  quanto  si  ve- 
rifica nelle  condizioni  naturali.  Si  può  prendere  quale  punto  di  para- 
gone per  giudicare  della  importanza  che  un  dato  germe  può  avere 
nel  causare  una  infezione  o  una  epidemia  il  potere  patogeno  di 
questo  germe  da  noi  saggiato  sui  cornimi  animali  da  laboratorio?  Non 
può  un  germe  che  a  noi  si  dimostra,  quando  sia  inoculato  nella  cavia, 
sfornito  o  quasi  di  azione  tossica  o  di  virulenza,  causare  invece  nell'  or- 
ganismo umano  una  malattia  a  decorso  gravissimo?  Molti  dati  di  fatto 
ci  dimostrano  che  in  realtà  ciò  può  accadere;  e  avrò  occasione, 
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per  esempio,  di  citare  in  ."eguito  i  risultati  delle  ricerche  di  Salina- 
beni  (43),  le  quali  dimostrano  come  può  essere  sfornito  di  virulenza 
per  la  cavia  un  vibrione  del  colera  isolato  da  una  gravissima  infezione 
colerosa  e  come  al  contrario  può  avere  una  virulenza  altissima  uno 
stipite  isolato  da  individui  colpiti  da  una  forma  assai  lieve  della  stessa 
infezione. 

Per  tali  considerazioni  la  risposta  al  quesito  dal  quale  siamo  partiti, 
se  cioè  i  portatori  di  germi  siano  pericolosi  per  la  diffusione  di  una 
epidemia,  deve  essere  fornita,  pili  che  dalle  suesposte  ricerche  di 
laboratorio,  dai  dati  epidemiologici  sicuramente  rilevati  e  vagliati  con 
una  rigorosa  e  seria  critica.  Ora  tali  dati  sono,  specialmente  per  alcune 
malattie  infettive,  numerosi  e  convincenti, 

1  portatori  di  germi  patogeni  possono  ad  un  dato  momento  costi- 
tuire un  serio  pericolo  per  sè  stessi,  ammalare  cioè  di  quella  malattia 
della  quale  portavano  prima  impunemente  il  virus  ?  I  casi  che  si  co- 
noscono nella  letteratura  non  sono  esenti  da  critiche,  poiché  è  diffi- 
cile escludere  in  questi  casi  che  si  tratti  di  portatori  precoci,  indi- 
cando con  questa  denominazione  coloro  che  sono  capitati  sotto  il 
controllo  batteriologico  durante  il  periodo  di  incubazione  della  ma- 
lattia, periodo  che  talvolta  può  essere  abbastanza  lungo.  Ne  furono 
descritti  dei  casi  per  il  tifo  (Simon,  Conradi);  alla  categoria  dei  por- 
tatori precoci  appartengono  quelli  osservati  da  JacowleÉE.  Zabolotny, 
Zlatogoroff  e  Kulescha  (1),  che  ammalarono  di  colera  1-3  giorni  dopo 
la  constatazione  del  vibrione  nelle  loro  feci;  cosi  pure  sono  forse  por- 
tatori precoci  i  tre  casi  osservati  Bruns  e  Hohn  (4),  che  da  portatori 
di  meningococco  divennero  malati  di  meningite  cerebro-spinale  epi- 
demica; ciò  si  accorderebbe  del  resto  con  la  interpretazione  che 
Dopter  (10)  dà  dei  portatori  di  meningococco  e  alla  quale  ho  già 
avuto  occasione  di  accennare  (pag.  376). 

Che  i  portatori  possano  costituire  un  pericolo  per  le  persone  con 
cui  si  trovano  a  contatto  è  stato  sicuramente  accertato,  e  non  poche 
volte:  citerò  per  la  difterite  le  osservazioni  fatte  da  Vervoort  (54)  e 
da  Roussel,  Lesterlin  e  Sicre  (42),  in  due  epidemie  di  difterite,  la 
prima  in  una  scuola,  la  seconda  in  un  reggimento,  che  fu  possibile  do- 
mare e  spegnere  soltanto  dopo  la  scoperta  e  l'isolamento  dei  porta- 
tori. Per  il  paratifo  ricordo  la  epidemia  alimentare  di  Wrexham  (53), 
causata  da  una  portatrice;  per  la  dissenteria  la  epidemia  di  St.  Johann- 
saarbriicken,  che  Lentz  (27)  attribuisce  a  un  soldato  che  l'anno  pre- 


li)  Citati  in  Sacqépée.  Les  portenrs  de  germes  (badile  rhjseniérique  et 
vibrion  cìiolérique).  Bull.  Inst.  Ptist.,  1910,  p.  321. 
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cedente  aveva  sofferto  di  dissenteria,  seguita  da  numerose  recidive; 
per  il  colera  la  osservazione  di  van  de  Bergli  (3),  il  quale,  in  una 
una  piccola  epidemia  a  Rotterdam,  potè  constatare  l' insorgere  di 
casi  provocati  da  portatori. 

Ma  i  più  numerosi  e  sicuri  esempi,  che  dimostrano  quanto  possano 
essere  pericolosi  i  portatori,  li  troviamo  a  proposito  del  tifo.  Troppo 
lungo  sarebbe  enumerarli  tutti:  alcune  volte  si  è  notato  lo  scoppiare 
di  una  epidemia  in  una  casa  colonica  isolata  —  Baumann  (2)  —  in 
un  ospizio  di  alienati  —  Roscoc  (41)  —  in  una  caserma  —  Nie- 
praschk  (38)  —  e  la  causa  fu  trovata  in  un  portatore  cronico  ;  varie 
volte  si  è  potuto  seguire  lo  svilupparsi  di  casi  isolati  di  tifo  in  abi- 
tazioni ed  in  luoghi  diversi,  e  il  filo  che  collegava  tutti  questi  casi 
lontani  era  un  portatore  di  germi  che  successivamente  aveva  cam- 
biato domicilio;  un  esempio  chiarissimo  ne  riferisce  Houston  (20). 
Frosch  (14)  ritiene  che  il  5  %  dei  oasi  di  tifo  trovi  la  sua  origine  in 
contatti  avuti  con  portatori  cronici  :  Schumacher  (47),  per  una  epi- 
demia di  tifo  da  lui  osservata,  trova  una  percentuale  molto  più  alta, 
del  26  %.  Molto  interessante  e  l'osservazione  riportata  da  un  medico 
militare  inglese,  l'Aldridge  (1),  il  quale  riferisce  che,  allontanati 
da  alcune  divisioni  tutti  i  convalescenti  di  tifo,  si  ebbe  nell'anno 
successivo  una  diminuzione  dei  casi  nuovi  del  9  %  ;  mentre  nelle  di- 
visioni dove  tale  allontanamento  non  fu  praticato,  e  che  perciò  ser- 
virono di  controllo,  si  ebbe  un  aumento  del  6  % . 

Una  differenza  innegabile  per  le  malattie  con  sintomi  dell'apparato 
gastro-enterico  sta  in  ciò:  che  i  malati,  assai  più  dei  portatori  e  dei 
convalescenti,  diffondono  prodotti  morbosi  contenenenti  i  germi  spe- 
cifici della  infezione. 

Mi  sembra  inutile  moltiplicare  gli  esempi  per  dimostrare  il  peri- 
colo che  rappresentano  i  portatori  di  germi  patogeni:  ricorderò  come, 
dopo  lunga  discussione  in  proposito,  Y  Académie  de  médecine  de  Paris, 
nella  seduta  del  1°  marzo  1910,  emise  un  voto  che  riconosceva  l' im- 
portanza dei  portatori  e  ne  consigliava  la  ricerca. 

Che  i  provvedimenti  profilattici  da  adottarsi  contro  i  portatori,  e 
specialmente  contro  i  portatori  dui  batteri  tifosi  e  paratifosi,  rappre- 
sentino in  pratica  un  ostacolo,  se  non  insuperabile  certamente  assai 
difficile  da  sormontarsi,  è  senza  dubbio  vero;  ma  ciò  non  toglie  che 
dal  punto  di  vista  scientifico  non  si  può  disconoscere  la  parte  gran- 
dissima, se  non  preponderante,  che  hanno  i  portatori  di  germi  pato- 
geni per  la  diffusione  delle  malattie  infettive. 
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Mi  è  sembrata  un  questione  abbastanza  importante,  anche  per 
considerazioni  pratiche  che  avrò  occasione  di  svolgere  in  seguito,  il 
ricercare  se  nel  caso  dei  portatori  del  vibrione  colf^rigeno  ci  troviamo 
di  fronte  a  veri  emuntori  o  a  portatori  sani:  e  perciò,  avendo  avvito 
occasione  (1)  nella  scorsa  estate  di  esaminare  batteriologicamente  le 
feci  di  moltissimi  individui,  fra  i  quali  si  misero  in  evidenza  vari 
portatori  del  vibrione  di  Koch,  ho  voluto  occuparmi  della  questione, 
ricercando  nel  siero  di  alcuni  di  questi  portatori  la  presenza  di  anti- 
corpi specifici. 

Quale  valore  hanno  le  ricerche  immunitarie  nel  colera  ì 
Le  osservazioni  di  Friedberger  (13)  dimostrerebbero  che  nei  malati 
di  colera  il  potere  agglutinante  è  appena  apprezzabile,  mentre  il  po- 
tere battericida  del  siero  è  100-1500  volte  superiore  al  normale; 
Jannsen  (22)  ha  osservato  nei  colerosi,  e  specialmente  nelle  forme 
lievi,  un  potere  agglutinante  incostante  (l'A.  istituisce  le  provo  di 
agglutinazione  nel  rapporto  di  1  :  50):  una  volta  ha  osservato  agglu- 
tinazione positiva  nel  rapporto  di  1  :  640:  ha  osservato  che  anche 
portatori  sani  possono  presentare  nel  siero  agglutinine  per  il  v.  di 
Koch.  Van  Loghen  (29)  ha  saggiato  il  potere  agglutinante  in  quattro 
portatori  di  un  vibrione  emolitico,  diverso  però  da  quello  di  El-Tor, 
che  l'A.  ritiene  essere  il  V.  di  Koch,  però  poco  virulento:  in  un  caso 
si  aveva  agglutinazione  netta,  in  tre  casi  risultato  incerto:  il  feno- 
meno di  Pfeiffer,  era  in  tutti  e  quattro  i  casi  positivo.  Massaglia 
in  tre  casi  di  portatori  del  vibrione  di  Koch  mette  in  evidenza  la 
presenza  di  agglutinine  specifiche,  e  in  uno  di  tali  casi  anche  di  bat- 
teriolisine  :  ritiene  che  uno  dei  tre  casi  possa  essere  un  convalescente 
di  colera  abortivo:  per  gli  altri  ammette  che  si  tratti  di  portatori  sani  e 
che  la  presenza  di  anticorpi  nel  loro  siero  sia  causa  della  loro  immu- 
nità alla  infezione  colerica. 

Svenson  (50)  ritiene  criterio  infido  il  fondarsi,  a  scopo  diagno- 
stico, sulle  agglutinine  presenti  nel  siero  dei  colerosi  :  osserva  che 
non  si  hanno  risultati  positivi  in  rapporti  superiori  a  1  :  50,  e  che  in 
tale  diluzione,  viceversa,  può  agglutinare  anche  il  siero  di  individui 
non  colerosi:  e  consiglia  invece,  a  scopo  diagnostico,  il  fenomeno  di 
Pfeiffer,  che  egli  avrebbe  osservato  positivo  21  volte  su  27,  adope- 


(1)  Ringrazio  vivamente  il  prof.  Tito  Giialdi,  direttore  dell'Ufficio  d'Igiene 
di  Roma,  e  i  dottori  Palomba,  Romani,  Sabella  e  Yirno  per  il  gentile  con- 
corso e  per  le  utili  indicazioni,  che  mi  hanno  permesso  di  compiere  le  ri- 
cerche che  ora  mi  accingo  a  riferire. 
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rando  il  siero  in  quantità  variabili  fra  0.0005  e  0.5  cmc.  (si  po- 
trebbe dubitare  molto  della  specificità  di  una  reazione  di  PfeifEer 
fatta  con  quest'ultimo  rapporto!).  Iwascbenzow  (21)  mercè  ripetute 
osservazioni  dell'indice  opsonico  nei  colerosi  ha  potuto  rilevare  una 
fase  negativa  al  principio  dell'infezione,  seguita  poi  da  un  elevarsi 
dell'I.  O.  al  di  sopra  del  normale;  non  sembra  però  che  le  differenze 
siano  tanto  notevoli  da  poter  avere  utile  applicazione  diagnostica. 

Ricerca  delle  proprietà  agglutinanti. 

Mi  sono  servito  di  uno  stipite  di  vibrione  di  Koch  isolato  dalle 
feci  di  un  coleroso  nell'aprile  1911.  Ho  «celto  tale  stipite  perchè  si 
è  dimostrato  migliore  di  altri  saggiati  comparativamente,  sia  perchè 
non  soggetto  a  cause  di  errore,  non  avendo  mai  presentato  il  feno- 
meno della  agglutinazione  spontanea,  sia  perchè  assai  facilmente  ag- 
glutlnabiie  dai  sieri  specifici. 

Ho  ricercato  il  potere  agglutinante  nel  rapportò  di  1  : 25,  1  :  50, 
1  :  100,  tenendo  conto  del  risultato  macroscopicamente  apprezzabile 
dopo  aver  lasciato  per  due  ore  a  37°  C.  i  tubetti  in  cui  erano  stati 
messi  a  contatto  siero  +  sospensione  in  soluzione  fisiologica  di  agar- 
colture  di  vibrione,  vecchie  di  24  ore.  Mi  sono  sempre  attenuto  a 
tale  tecnica,  come  a  quella  che  l'esperienza  mi  ha  dimostrato  essere 
la  pili  sicura. 

Ho  saggiato  dapprima  il  potere  agglutinante  per  il  vibrione  di 
Koch  del  siero  di  24  individui  normali  o  malati  di  altre  affezioni  che 
non  fossero  colera,  e  nei  quali  l'esame  anamnestico  rigoroso  permet- 
teva di  escludere  con  certezza  una  pregressa  infezione  colerica.  L'e- 
lenco di  questi  individui  si  trova  indicato  nella  seguente  tabella: 


Tabella  T. 
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Nome 
e 

Cognome 

Sesso 

Età 
Anni 

Condizioni  fisiologiche  o  stato  morboso 

A.  B.  .  .  . 

Uomo 

18 

Normale. 

M.  R.  .  .  . 

Id. 

32 

Id. 

G.  F.  .  .  . 

Id 

51 

Id. 

S.  G.  ... 

Id. 

56 

Diabete  grave. 

M.  B  ... 

Donna 

27 

Eritema  nodoso. 

F.  M.  .  .  . 

Id. 

56 

Id.  id. 

M,  B.  .  .  . 

Id. 

24 

Tifo  in  ottava  giornata  -  Gravidanza  in 
ottavo  mese. 

Id. 

9 

Tifo  in  ventesima  giornata. 

M.  C.  .  .  . 

Id. 

9 

Id.  in  dodicesima  giornata. 

M.  M. .  .  . 

Id. 

38 

Ulcns  ventriouli  -  Artrosinovite  tuberco- 
lare. 

D.  R.  .  .  . 

Id. 

28 

Cistite  tubercolare  -  Tubercolosi  renale. 

A.  S.  .  .  . 

Id. 

14 

Tubercolosi  ginocchio. 

E.  F.  .  .  . 

Id. 

22 

Pleurite  essudativa  specifica. 

Id. 

23 

Tubercolosi  polmonare. 

A.  F.  .  ,  . 

Id. 

26 

Id.  id. 

E.  diV.  .  . 

Id. 

25 

Id.  id. 

L.  C.  .  .  . 

Id. 

17 

Infezione   malarica    estivo    autunnale  - 
Bronco-polmonite  acuta. 

I.  C.  ... 

Id. 

41 

Infezione  malarica  estivo  autunnale  -  Ane- 
mia secondaria. 

L.  T.  ,  .  . 

Id. 

50 

Malaria  cronica. 

N.  C.  .  .  . 

Id. 

16 

Infezione  malarica. 

B.  deG.  .  . 

Id. 

14 

Id.  id. 

G.  F.  .  .  . 

Id. 

20 

Infezione  malaiica  cronica  -  Gravidanza 
in  ottavo  mese  -  Albuminuria. 
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Si  tratta  dunque  di  uomini  e  di  donne  di  ogni  età:  scelti  in  di- 
verse condizioni  di  ambiente,  in  varie  condizioni  fisiologiche,  amma- 
lati di  varie  affezioni:  malattie  costituzionali,  malattie  infettive;  ep- 
pure in  nessuno  di  questi  casi  si  ebbe  agglutinazione  positiva  per  il 
vibrione  di  Koch,  nemmeno  nel  rapporto  di  1  :  25.  Ciò  che  mi  per- 
mette di  concludere,  da  tale  prima  esperienza  di  controllo,  che,  con 
la  tecnica  da  me  seguita,  il  siero  di  individui  normali  o  affetti  da 
malattia  che  non  sia  colera,  non  esercita  alcun  potere  agglutinante 
sul  vibrione  colerigeno,  in  rapporti  non  inferiori  a  1  :  25. 

Come  seconda  esperienza  di  controllo  ho  saggiato  il  potere  agglu- 
tinante di  10  individui  che  avevano  superato  una  infezione  cole- 
rica; tali  prove  di  agglutinazione  si  trovano  riassunte  nella  tabella 
seguente  : 


Tabella  II. 


l'ordine 

Nome 

Potere  agglutinante 
del  siero 

o 

e 

Sesso 

Età 

Carattere  dell'infezione 

a 

Cognome 

1:25 

1:60 

1  :100 

3 

Anni 

1 

S.  A.  ... 

Donna 

24 

Media  gravità  .  . 

+ 

+ 

2 

A.  C.   .  .  . 

Uomo 

12 

Piuttosto  lieve  .  . 

3 

Donna 

22 

—  (a) 

4 

O.  S.  .  .  . 

Uomo 

30 

+ 

+ 

5 

M.  T  L.  .  . 

Donna 

28 

Media  gravità  .  . 

+ 

6 

E.  L.  .  .  . 

Id. 

50 

+ 

+  ' 

7 

Uomo 

8 

Media  gravità  .  . 

+ 

+ 

+ 

8 

L.  G.  .  .  . 

Donna 

48 

+ 

+ 

9 

D.  C.  .  .  . 

Id. 

23 

Grave   

+ 

+ 

+ 

10 

A.  N.  .  .  . 

Uomo 

75 

Media  gravità  .  . 

+ 

+ 

+ 

(a)  Dopo  alcuni  giorni  aggi.  +  1:25;  ±  1:50. 


Si  tratta  anche  qui  di  individui  di  età  e  sesso  diversi,  in  cui  la 
infezione  ha  avuto  decorso  diverso  per  intensità  e  per  durata.  I  risul- 
tati delle  esperienze  ci  dicono  che  in  otto  casi  su  dieci  l'agglutina- 
zione fu  presente  :  una  sola  volta  fino  al  titolo  di  1  : 25,  tre  volte 
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fino  a  1  : 50,  quattro  volte  fino  a  1  :  100.  Nel  caso  3,  poi.  in  cui 
l'esito  della  prova  agglutinante  era  riuscito  negativo  in  13*  giornata, 
ripetuta  la  prova  prelevando  il  sangue  alcuni  giorni  più  tardi,  e  precisa- 
mente al  20°  giorno  dopo  l'inizio  della  malattia,  al  10°  giorno  dopo  la 
guarigione  batteriologica,  l'esito  fu  nettamente  positivo,  sebbene  il  titolo 
agglutinante  del  siero  fosse  ancora  alquanto  basso  (1:  25  +  !  1  :  50  ±; 
1  :  100  — ).  Ciò  che  dimostra  come  la  reazione  agglutinante,  che  di 
solito  compare  circa  otto  giorni  dopo  l'inizio  della  infezione  colerica, 
può  in  alcuni  casi  notevolmente  ritardare.  In  un  solo  caso  dei  dieci 
osservati  il  siero  non  pre-ientò  alcuna  proprietà  agglutinante,  per  lo 
meno  fino  al  31°  giorno  dopo  l'inizio  della  infezione:  ho  seguito  il 
paziente  fino  al  6°  giorno  dopo  la  sua  guarigione  batteriologica  e 
ulteriormente  non  ho  piiì  potuto  rintracciarlo;  non  posso  perciò  esclu- 
dere, sebbene  mi  sembri  poco  probabile,  che  anche  in  questo  caso,  le 
agglutinine  siano  comparse  tardivamente  nel  sangue. 

In  ogni  modo  mi  pare  che  si  possa  concludere  che,  con  la  tecnica 
da  me  seguita,  si  può  mettere  iti  evidenza  un  potere  agglutinante  net- 
tissimo, assai  spesso  fino  a  un  titolo  elevato,  nella  quasi  totalità  degli 
individui  che  superarono  una  infezione  colerica  [9  su  10);  e,  per  quanto 
si  può  asserire  sopra  un  numero  relativamente  scarso  di  casi  esaminati, 
nessuna  influenza  sul  potere  agglutinante  del  siero  esercita  la  gravità 
o  la  mitezza  della  infezione  sofferta. 

Ho  esteso  la  ricerca  del  potere  agglutinante  del  siero  sopra  48 
portatori;  e  chiamo  qui  col  nome  di  portatori,  in  senso  lato,  gli  in- 
dividui dalle  feci  dei  quali  fu  isolato  il  vibrione  di  Koch,  ma  che 
erano  sani  e  tali  apparentemente  erano  sempre  rimasti;  o  per  lo  meno, 
come  avrò  occasione  di  dire  più  ampiamente  in  seguito,  non  avevano 
presentato  tali  disturbi  da  essere  osservati  e  riferiti  a  una  infe- 
zione colerica.  Gli  individui  suddetti  furono  scelti  in  modo  che  essi 
presentassero  le  più  svariate  condizioni:  varia  età,  sesso  diverso;  in 
alcuni  la  eliminazione  del  vibrione  è  stata  di  brevissima  durata,  in 
altri  ha  persistito  relativamente  abbastanza  a  lungo.  Dirò  poche 
parole  di  ciascuno  di  essi,  accennando  ai  sintomi  leggeri  che  potreb- 
bero essere  riferiti  a  una  pregressa  infezione  colerica  in  quelli  in  cui 
è  stato  possibile  rilevarli  con  la  anamnesi:  per  gli  altri  si  intende 
che  la  anamnesi  è  stata  completamente  negativa. 

Caso  I.  —  A...  A...,  donna;  fu  contumaciata  perchè  abitante 
nella  casa  di  un  coleroso  :  però  non  è  accertato  se  abbia  avuto  più 
stretti  rapporti  con  questo,  o  con  un  altro  caso  di  colera  verificatosi 
in  un  ospedale,  dove  la  suddetta  A...  A...   prestava  servizio  in 

25 
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qualità  di  guardarobiera.  Durata  della  eliminazione  >  4  giorni  (1): 
non  furono  osservate  intermittenze  nella  eliminazione  stessa. 

Caso  II.  —  R.  . .  B. . .,  uomo;  contumaciato  perchè  vicino  di  letto 
di  un  individuo  ammalatosi  di  colera  all'ospedale:  forse  però  con- 
taminatosi a  Nettuno,  donde  proveniva.  Durata  della  eliminazione 

>  17  giorni:  fra  i  due  ultimi  esami  positivi  un  esame  fu  negativo. 

Caso  III.  —  L...  R...,  donna;  ha  assistito  la  madre  morta  di 
colera.  Durata  della  eliminazione  >  18  giorni;  fra  i  due  ultimi  esami 
positivi  due  esami  furono  negativi. 

Caso  IV.  —  U...  B...,  bambino;  contumaciato  perchè  abitante 
in  località  del  suburbio  dove  si  verificarono  alcuni  casi  di  colera; 
non  si  sa  se  abbia  avuto  contatti  con  colerosi.  Un  solo  esame  po- 
sitivo. 

Caso  V.  —  D...  T...,  bambino;  contumaciato  perchè  abitante 
in  una  casa  dove  si  verificarono  alcuni  casi  di  colera.  Un  solo  esame 
positivo. 

Caso  VI.  —  M. .  .  B. . .,  donna;  contumaciata  insieme  con  il  caso 
precedente.  Un  solo  esame  positivo. 

Caso  VII.  —  N...  F...,  ragazza;  contumaciata  perchè  abitante 
in  una  delle  case  di  via  M.  . .  dove  si  verificò  una  piccola  epidemia 
che  si  ritenne  originata  da  latte  inquinato.  Durata  della  eliminazione 

>  3  giorni;  non  intermittenze  nella  eliminazione  stessa.  . 

Caso  Vili.  —  R. . .  N. . .,  bambina;  contumaciata  perchè  abitante 
nella  casupola  di  una  donna  colerosa.  Durata  della  eliminazione  >  5 
giorni  ;  non  intermittenze  nella  eliminazione. 

Caso  IX.  —  B . . .  N . . . ,  bambina  ;  sorella  della  precedente.  Du- 
rata della  eliminazione  >  3  giorni;  non  intermittenze. 

Caso  X.  —  L...  N...,  ragazzo;  fratello  delle  precedenti.  Un  solo 
esame  positivo. 

Caso  XI.  —  A...  G...,  bambino;  la  madre  è  morta  di  colera. 
Due  esami  positivi  alla  distanza  di  5  giorni,  inframezzati  da  un  esame 
negativo. 

C\so  XII.  —  F...  G...,  bambino;  fratello  del  precedente.  Du- 
rata della  eliminazione  >  3  giorni,  senza  intermittenze. 

Caso  XXIII.  —  C...  B...,  uoi^o;  infermiere  al  Lazzaretto.  Due 
esami,  fatti  in  giorni  consecutivi,  positivi. 

Casi  XIV- XXIX.  —  Riguardano  individui  appartenenti  a  una 
comitiva  di  contadini  che  proveniva  da  Rocca  S.  Stefano,  dove  si 
erano  verificati  alcuni  casi  di  colera.  Furono  fra  gli  individui  contu- 


(1)  La  durata  di  eliminazione  che  ci  risulta  per  tutti  i  portatori  è  na- 
turalmente quella  desunta  dall'esame  batteriologico  delle  feci.  Ma  non  poten- 
do.^ii  per  nessuno  escludere  che  i  vibrioni  vi  fossero  presenti  anche  nei 
fjioini  antecedenti  al  primo  esame  batteriologico,  indico  in  tutti  la  du- 
rata >H  giorni.  In  tutti  i  casi  rintracciati  a  Roma  (non  così  forse  per 
alcuni  di  quelli  provenienti  dalla  campacina)  si  può  però  asserire  che  il 
numero  reale  dei  giorni  di  eliminazione  deve  essere  stato  di  poco  superiore 
a  quello  che  si  trova  qui  indicato,  essendosi  contumaciati  gli  individui,  e 
incominciato  quindi  l'esame  sistematico  delle  loro  feci,  quasi  immediatamente 
dopo  che  per  essi  si  era  verificata  la  possibilità  del  contagio. 
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maciati  in  seguito  alla  morte  per  colera  di  una  bambina  in  una  te- 
nuta dell'Agro  romano  (la  Porcareccia),  dove  la  comitiva  era  intenta 
a  lavori  agricoli.  Si  tratta  di  uomini  e  donne  e  di  bambini  di  ambo 
i  sessi.  Durata  della  eliminazione  da  un  minimo  di  3  giorni  a  un 
massimo  di  19;  in  otto  casi  la  eliminazione  è  stata  discontinua,  e 
talora  con  intermittenze  piuttosto  lunghe  (4  5  giorni). 

Caso  XXX.  —  A...  S...,  Suora  di  Carità,  addetta  alla  dispensa 
del  Manicomio.  Un  solo  esame  positivo. 

Caso  XXXI.  — I...  A....,  cuciniera  al  Manicomio.  Un  solo  esame 
positivo. 

Casi  XXXII-XXXVI.  —  Contuniaciati  perchè  avevano  avuto 
contatti  con  alcuni  casi  di  colera  verificatisi  in  una  tenuta  vicino  a 
Palidoro.  Durata  della  eliminazione  da  1  a  -5  giorni. 

Caso  XXXVII.  —  G.  .  C...,  donna;  contumaciata  perchè  aveva 
assistito  il  fratello  morto  di  colera.  Un  solo  esame  positivo. 

Caso  XXXVIII. —  P...  A...,  donna;  padrona  di  casa  di  E...  M..., 
proveniente  da  Genova  e  morta  a  Roma  di  colera.  Eliminazione 
discontinua,  durata  >  8  giorni. 

Caso  XXXIX.  —  A...  S...,  bambino  di  5  mesi,  figlio  di  una  co- 
lerosa; avrebbe  avuto  leggeri  sintomi  di  gastro-enterite,  accompagnata 
a  pallore,  facie  colerosa.  Un  solo  esame  fu  positivo,  al  5°  giorno  dopo 
la  morte  della  madre. 

Caso  XI.  —  G...  B...,  uomo;  dormiva  nella  capanna  di  un  indi- 
viduo morto  per  colera.  Eliminazione  discontinua,  durata  almeno 
8  giorni. 

Caso  XLI.  —  A...  P...,  uomo;  contumaciato  perchè  coabitante  con 
un  coleroso  morto  in  una  tenuta  vicino  a  Lunghezza;  appartenente 
ad  una  comitiva  di  contadini  che  proveniva  da  Rocca  Canterano, 
dove  vi  erano  stati  alcuni  casi  di  colera.  Il  primo  caso  nella  suddetta 
tenuta  si  verificò  8  giorni  dopo  che  la  comitiva  aveva  lasciato  Rocca 
Canterano  (1).  Durata  della  eliminazione  >  3  giorni,  «senza  intermit- 
tenze . 

Caso  XLII.  —  G...,  S...,  contadino;  proveniente  da  Pantano  Bor- 
ghese, dove  si  verificarono  parecchi  casi  di  colera;  è  cognato  di  un 
morto  per  colera.  Durata  della  eliminazione  >  5  giorni,  senza  inter- 
mittenze. 

Caso  XLIII.  —  A..  P...,  donna  proveniente  da  Pantano  Bor- 
ghese; ricorda  di  avere  avuto  debolezza,  cefalea,  ma  sostiene  di 
avere  avuto  anche  febbre,  ed  attribuisce  tutto  alla  malaria.  Durata 
della  eliminazione  >  9  giorni;  fra  i  due  ultimi  esami  positivi  uno  fu 
negativo. 

Caso  XLIV.  —  0...  N...,  bambino;  figlio  del  coleroso  A...  M.  . 
(n.  10  della  tab.  I),  proveniente  da  Pantano  Borghese.  Durata  della 
eliminazione  >  7  giorni,  senza  intermittenze. 


(1)  Si  sa  che  il  periodo  di  incubazione  del  colera  può  essere  anche  di 
otto  giorni,  ma  certo  è  questo  un  caso  eccezionalmente  raro.  Non  sarebbe 
più  semplice  e  piìi  logico  ammettere  che  un  emuiitore  o  un  portatore  sano 
abbia  servito  di  anello  di  unione  tra  l'epidemia  di  Rocca  Canterano  e  i  casi 
verificatisi  a  Lunghezza? 
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Caso  XLV.  —  B...  S...  N.,.,  donna;  madre  del  precedente;  ha 
presentato  leggera  gastro -enterite  con  senso  di  sete,  crampi  all'epi- 
gastrio, miastenia;  però  non  ha  mai  lasciato  il  lavoro.  Durata  della 
eliminazione  >  3  giorni  senza  intermittenze. 

Caso  XLVI. — S  ..  L.,.,  uomo;  proveniente  da  Pantano  Borghese. 
Durata  della  eliminazione  >  1  giorno. 

Caso  XLVII.  —  D...  M...,  uomo;  proveniente  da  Pantano  Bor- 
ghese. Durata  della  eliminazione  >  3  giorni,  senza  intermittenze. 

Caso  XLVIII.  —  G...  di  S...,  uomo;  provenienza  come  i  prece- 
denti; ricorda  leggeri  sintomi  gastro-enterici,  miastenia.  Un  solo 
esame  positivo. 

Il  risultato  delle  prove  di  agglutinazione  è  stato  positivo  sol- 
tanto in  nove  casi,  i  quali  sono  indicati  nella  tabella  seguente. 


TABELLA  HI. 


CASI 


Potere  agglutinante  del  siero 


1 :25 

1:50 

1 : 100 

I  

+ 

IV  

+ 

+ 

vili  

+ 

+ 

XXXIX  

+ 

XLI  

+ 

+ 

+ 

XLIII  

+ 

+ 

+ 

XLIV  •  

+ 

+ 

XLV  

+ 

+ 

+ 

XLVIII  

+ 

+ 

Sul  risultato  di  queste  ricerche  si  possono  fare  varie  considerazioni. 

Confrontando  l'esito  di  esse  con  quanto  si  è  verificato  nella  ri- 
cerca delle  agglutinine  nei  colerosi  (Tab.  II)  mi  pare  che  si  poss" 
escludere  con  sicurezza  che  i  portatori  del  vibrione  colerigeno  ap 
partengano  tutti  alla  categoria  degli  ex  colerosi;  la  ricerca  del  po 
tere  agglutinante  del  loro  siero  avrebbe  dovuto  dare  in  tal  caso  una 
percentuale  di  risultati  positivi  molto  più  alta.  E  pur  volendo  am- 
mettere che  un  certo  numero  degli  individui  che  hanno  avuto  una 
infezione  colerica  non  lascino  dimostrare  la  presenza  di  agglutinine 
nel  siero  (10  %  secondo  i  risultati  esposti  nella  Tab .  II),  è  giustifi- 
cato il  ritenere  che  la  maggior  parte  dei  portatori  da  me  esaminati 
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appartenga  alla  categoria  dei  portatori  sani  {Bazillentrdger  di  Fer- 
net); e  soltanto  un  piccolo  numero,  certo  meno  del  20  %  (nelle 
esperienze  sopra  riferite  ho  avuto  la  percentuale  del  16.66  °lo),  de- 
vono considerarsi  convalescenti  di  infezioni,  passate  completamente 
inavvertite,  o  non  riconosciute,  e  quindi  veri  emuntori  [Bazillenauss- 
cheider  di  Fornet) .  In  alcuni  di  questi,  indagando  pazientemente 
nell'anamnesi,  si  può  riuscire  a  rintracciare  una  leggera  infezione 
sofferta,  un  vero  colera  ambulatorio  (casi  XXXIX,  XLIII,  XLV  e 
XLVIII);  in  altri  ogni  più  minuziosa  itidagine  anamnestica  riesce 
negativa . 

Tale  risultato,  dimostrando  che  nella  maggior  parte  dei  portatori 
non  esistono  anticorpi  specifici,  infirmano  le  conclusioni  di  Massaglia 
(vedi  pag.  381)  sulla  resistenza  naturale  al  colera  dei  portatori  dei 
vibrione  di  Koch,  resistenza  che  l'A.  ritiene  dovuta  alla  presenza,  nel- 
l'organismo dei  portatori,  di  anticorpi  e  fanno  ritenere  probabile 
che  i  tre  portatori  studiati  dal  Massaglia  appartenessero  tutti  alla 
categoria  dei  convalescenti  di  forme  lievissime  di  infezione  colerica. 

Si  sbaglierebbe  di  molto  però  se  si  volesse  dare  un  valore  asso- 
luto alla  percentuale  che  risulta  complessivamente  dalle  mie  ricerche: 
il  rapporto  tra  portatori  sani  ed  emuntori  deve  essere  assai  diverso 
a  seconda  di  svariate  condizioni  che  in  gran  parte  ci  sfuggono. 
Se  si  dividono  in  vari  gruppi  gli  individui  sui  quali  ho  esteso  le 
mie  ricerche,  risulta,  per  esempio,  che  fra  i  16  portatori  esaminati 
provenienti  dalla  Porcareccia  non  ve  ne  fu  nessuno  che  desse  risul- 
tato positivo  nella  prova  della  agglutinazione:  si  dovrebbe  perciò 
concludere  che  essi  erano  tutti,  o  quasi  tutti,  portatori  sani.  Lo 
stesso  dicasi  per  i  5  provenienti  da  Palidoro.  Dei  17  scelti  fra  quelli 
di  Roma,  4  hanno  dato  esito  positivo  nelle  prove  sierodiagnostiche 
(23.53  %),  e  devono  quindi  essere  considerati  come  emuntori;  e  tra 
1  7  finalmente  presi  fra  quelli  contumaciati  nella  epidemia  svoltasi  a 
Pantano  Borghese  gli  emunturi  sarebbero  almeno  4,  cioè  più  della  metà. 

Esaminando  queste  cifre  si  può  fare  una  osservazione  non  priva 
di  importanza.  Gli  individui  colpiti  dalla  infezione  in  una  epidemia 
di  colera  sono  molto  piii  numerosi  di  quanto  non  appaia  dalle  sta- 
tistiche della  epidemia  stessa.  Accanto  alle  forme  gravissime,  gravi, 
leggere  che  sono  rilevate  clinicamente  e  confermate  dall'  esame 
batteriologico,  altre  ve  ne  sono  leggerissime,  che  passano  assoluta- 
mente inavvertite  e  al  paziente  e  al  sanitario.  Gli  individui  che  ne 
furono  colpiti  talvolta  resteranno  sempre  igìiorati:  talvolta  invece, 
contumaciati  perchè  in  rapporto  con  qualche  altro  caso  accertato 
di  colera,  capitano  sotto  il  controllo   batteriologico,  e   allora,  dato 
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che  continui  la  eliminazione  del  vibrione,  passano  sotto  l'etichetta 
di  portatori;  ae  non  eliminano  più  germi,  passano  per  indenni.  Dal 
che  si  può  dedurre  da  un  lato  come  molte  volte,  per  forza  di  cose, 
riesca  tardivo  il  provvedimento  della  contumacia  e  dell'isolamento  dei 
portatori;  dall'altro  come  si  spieghi  facilmente  il  fatto  dei  tanti  anelli 
che  lo  storiografo  di  una  epidemia  di  colera  trova  mancanti  quando 
voglia  concatenare  i  singoli  casi  accertati;  i  quali  così  molto  spesso  ap- 
paiono oscuri  nella  loro  genesi,  e  restano  assolutamente  inesplicabili. 

Se  paragoniamo  i  risultati  della  ricerca  delle  proprietà  aggluti- 
nanti del  siero  con  l'esito  dei  ripetuti  esami  batteriologici  delle  feci, 
si  rileva  che  non  vi  è  alcun  rapporto  fra  la  durata  della  elimina- 
zione e  la  presenza  di  anticorpi  agglutinanti.  Così,  per  esempio,  in 
alcuni  casi  si  è  avuta  una  eliminazione  assai  breve  (un  solo  esame 
positivo:  casi  IV,  XXXIX,  XLVIII)  eppure  l'esito  delle  reazioni 
agglutinanti  è  stato  positivo  :  e  invece  in  altri  casi  in  cui  l'elimina- 
zione si  è  protratta  a  lungo  —  cito  come  esempi  i  casi  II  (>  17 
giorni),  III  (>  18  giorni),  XXI  (>  19  giorni)  —  l'esame  del  siero 
ha  dimostrato  essere  questo  sfornito  di  potere  agglutinante.  Non  fa 
meraviglia  il  primo  fatto,  quando  si  pensi  che  anche  nei  casi  accer- 
tati di  colera  la  eliminazione  del  vibrione  specifico  dura  talvolta 
soltanto  pochissimi  giorni.  In  quanto  alla  seconda  constatazione  va 
ricordato  che  a  proposito  dei  batteri  del  tifo  e  del  paratifo  si  è 
ammesso  che  di  solito  nei  portatori  sani  essi  siano  eliminati  solo 
molto  transitoriamente,  a  meno  che  non  si  verifichi  da  parte  del 
portatore  una  continuata  introduzione  degli  stessi  germi;  invece  una 
lunga  eliminazione  si  ha,  in  generale,  negli  emuntori.  Per  il  vibrione 
di  Koch  le  mie  esperienze  dimostrerebbero  che  può  verificarsi  da 
parte  di  portatori  sani  una  eliminazione  di  durata  relativamente 
lunga,  pur  dovendosi  escludere  con  grande  probabilità  (poiché  si  tratta 
di  individui  tenuti  in  casa  di  contumacia)  il  persistere  della  sorgente 
di  contaminazione. 

Per  ciò  che  concerne  la  continuità  o  la  discontinuità  della  elimi- 
nazione, devo  assolutamente  escludere  dalle  mie  esperienze  che  abbia 
alcun  rapporto  con  essa  la  presenza  o  meno  della  reazione  agglu- 
tinante. In  molti  casi  ho  osservato  una  eliminazione  discontinua,  con 
intermittenze  numerose  e  talora  abbastanza  lunghe:  mancava  ogni 
reazione  agglutinante.  Tale  fatto  richiama  alla  mente  la  ipotesi  af- 
facciata dal  Cagnotto  (5).  Questo  autore  osserva  che  forse  si  potrebbe 
ammettere  uno  stretto  rapporto  tra  localizzazione  del  vibrione  di 
Koch  nelle  vie  biliari  —  ciò  che  è  stato  ormai  accertato  da  numerosis- 
sime osservazioni  anatomo-patologiche:  Tizzoni  e  Cattaui  (52),  Nicati 
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e  Rietch  (35),  Girode  (13),  Kulescha  (25),  Tauda  (51),  Cagnette  (5),  Massi 
(32)  —  ed  eliminazione  intermittente.  Ora  il  fatto  che  in  molti  dei  casi 
da  me  osservati  ad  una  eliminazione  intermittente  non  corrisponde  una 
reazione  immunitaria  del  portatore  manifestantesi  con  la  presenza 
di  agglutinine  nel  siero,  fa  pensare  o  che  non  corrisponda  al  vero  la 
ipotesi  del  Cagnotto,  oppure  che  il  vibrione  di  Koch  possa  localizzarsi 
nelle  vie  biliari  senza  dare  nell'individuo  sintomi  morbósi  od  anche 
senza  determinare  nell'organismo  di  lui  alcuna  reazione  di  immunità. 

Parecchi  portatori  devono  essere  considerati  come  convalescenti 
di  forme  leggere  passate  inosservate  :  ciò  può  condurci  ad  alcune 
considerazioni  di  importanza  pratica.  Malgrado  gli  studi  di  vari  au- 
tori che  dimostrano  la  perfetta  identità  morfologica  e  biologica  degli 
stipiti  di  vibrioni  isolati  dai  colerosi  e  di  quelli  isolati  dai  portatori 
sani,  molti  considerano  ancora  questi  ultimi  come  poco  pericolosi, 
sforniti  cioè  di  virulenza  e  di  tossicità:  e  come  corollario  pratico  di 
tale  modo  di  vedere  ritengono  superflui,  se  non  inutili,  quei  provve- 
dimenti profilattici  che  consistono  nella  ricerca  dei  portatori  e  nel- 
l'isolamento di  questi  fino  alla  loro  guarigione  batteriologica.  Ho  già 
accennato  a  dati  epidemiologici  che  dimostrano  anche  per  il  colera 
il  pericolo  di  diffusione  dell'epidemia  per  mezzo  dei  portatori  (van 
de  Bergh  (3).  Qui  osserverò  che,  dato  che  parecchi  individui  consi- 
derati come  portatori  sani  devono  invece  ascriversi  fra  i  convale- 
scenti di  colera,  non  vi  è  nessuna  ragione  scientifica  che  giustifichi 
per  i  portatori  in  genere  un  trattamento  diverso  da  quello  che  si  è 
adottato  per  i  colerosi  :  questi  sono  tenuti  in  rigoroso  isolamento  fino 
alla  loro  guarigione  batteriologica  ;  perchè  non  lo  dovrebbero  essere 
i  portatori,  tra  i  quali  si  nascondono  convalescenti  di  forme  miti  della 
infezione,  quando  si  sa  dagli  studi  del  Salimbeni  (43),  confermati  poi 
da  moltissimi  r.ltri,  che  possono  essere  virulentissimi  o  dotati  di  alta 
tossicità  gli  stipiti  di  vibrioni  isolati  da  forme  clinicamente  lievis- 
sime di  colera  ? 

Ricerca  delle  proprietà  battericide  e  batteriotrope. 

Devo  premettere  una  osservazione  :  non  ho  mai  potuto  giovarmi 
della  prova  di  PfeifEer,  non  avendo  a  mia  disposizione  uno  stipite  di 
vibrione  del  colera  abbastanza  virulento.  In  tutti  i  trattati  di  tec- 
nica delle  reazioni  immunitarie  si  afferma  infatti  che  una  delle  con- 
dizioni necessarie  perchè  le  prove  di  batteriolisi  in  vivo,  per  qual- 
siasi germe,  diano  risultati  netti,  sicuri,  è  quella  di  adoperare  uno 
stipite  di  quel  germe  che  sia  virulento.  La  mia  esperienza  personale 
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conferma  pienamente  tale  affermazione.  Volendo  eseguire  la  prova  di 
Pfeiffer  con  gli  stipiti  di  vibrione  del  colera  che  avevo  a  mia  disposi- 
zione, era  necessario  inoculare  parecchie  anse  normali  di  agarcoltura  : 
e  non  soltanto  per  l'aggiunta  di  siero  normale,  ma  anche  nella  prova  di 
controllo,  senza  alcuna  aggiunta  di  siero,  si  verificava  nel  peritoneo 
della  cavia  la  disgregazione  granulare  di  gran  numero  dei  vibrioni 
iniettati;  talché  era  assai  difl&cile  poter  sicuramente  discernere  quanto 
della  batteriolisi  osservata  fosse  da  attribuirsi  a  fenomeni  specifici. 

Abbandonando  perciò  la  ricerca  per  mezzo  del  fenomeno  di  Pfeiffer, 
delle  eventuali  proprietà  batteriolitiche  del  siero  di  portatori  e  cole- 
rosi le  ho  ricercate  per  mezzo  delle  prove  in  vitro. 

Ho  esteso  la  ricerca  di  sostanze  battericide  e  batteriotrope  per  il 
vibrione  di  Koch  al  siero  di  12  individui.  Ho  scelto  due  casi  di 
convalescenti  di  infezione  colerica  (n.  9  e  10  della  tab.  II)  il  cui 
siero  si  era  dimostrato  agglutinante  fino  e  oltre  al  rapporto  di 
1  :  100  ;  sette  casi  di  portatori  :  nei  tre  primi  (XLV,  XLVIII,  XLIII) 
si  erano  dimostrate  sostanze  agglutinanti  (agglutinazione  positiva  ri- 
spettivamente nei  rapporti  di  1  :  100,  1  :  50,  1  :  100  ;  vedi  tab.  III)  : 
negli  altri  4  non  avevo  potuto  dimostrare  la  presenza  di  agglutinine 
XLI,  XLII,  XLVI  e  XLVII);  e  finalmente  tre  individui  certamente 
indenni  di  colera. 

La  tecnica  che  ho  usato  per  la  ricerca  di  proprietà  battericide 
è  stata  la  seguente. 

I  sieri  erano  stati  inattivati  per  30'  a  +  56°  C. 

Per  ogni  siero  allestivo  tre  provettine  :  nella  prima  di  esse  po- 
nevo un  cmc.  di  diluzione  del  siero  in  esame  1  :  25  nella  seconda  un 
centimetro  cubo  di  diluzione  1  :  100,  nella  terza  un  cmc.  di  diluzione 
1  :  500;  in  ciascuna  delle  tre  provettine  aggiungevo  un  cmc.  di  dilu- 
zione di  siero  fresco  di  cavia  1  :  25,  e  quindi  in  tutte  stemperavo 
un'ansa  normale  (2  mg.)  di  patina  su  agar  di  24  ore  del  vibrione  di 
Koch.  In  tal  modo  ogni  siero  in  esame  agiva  sulla  stessa  quantità  di' 
germi  in  tre  diverse  diluzioni  :  1  :  50,  1  : 200,  1  :  1000  ;  e  in  ogni  pro- 
vettina  si  trovano  0.04  cmc.  (diluz.  1 :50)  di  siero  fresco  di  cavia  (com- 
plemento). 

Ponevo  quindi  tutte  le  provettine  in  termostato  a  +  37°  C.  e- 
dopo  2  ore  prelevavo  da  ciascuna  di  esse  un'ansa  normale,  la  diluivo 
in  un  cmc.  di  soluzione  fisiologica  e  da  questa  diluzione  seminava 
un'ansa  normale  in  agar  fluidificato,  che  poi  lasciavo  solidificare  a 
piatto  in  capsula  di  Petri.  Le  stesse  operazioni  ripetevo  per  due 
provettine  di  controllo,  nella  prima  delle  quali  avevo  posto  un  cmc.  di 
soluzione  fisiologica,  uno  di  diluzione  1:  25  di  siero  di  cavia  e  2  mg.  di 
germi  ;  nella  seconda  2  cmc.  di  soluzione  fisiologica  e  2  mg.  di  germi. 

Le  piastre  erano  tenute  in  termostato  a  +  37°  C,  e  dopo  48  or& 
si  contava  il  numero  delle  colonie  sviluppate. 

I  risultati  di  tali  esperienze  si  trovano  riassunti  nella  tabelia^ 
seguente. 
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Sieri  esaminati 

Rapporto 

Colonie  Bviluppate 

Osservazioni 

1. 

Coleroso  9,  Tab.  II.  . 

1 

1 
1 

:50 
:200 
:  1000 

Moltissime 
Id. 
Id. 

II  siero  agglutinava  nel 
rapporto  di  1:  100. 

2. 

Coleroso  10,  Tab.  II. 

[  1 
1 
1  1 

:  50 
:200 
:  1000 

Molte 
Parecchie 
Moltissime 

Id. 

3. 

Portatore  XLV,  Ta- 
bella III. 

1 
1 
1 

:  50 
:  200 
:  1000 

Poche 
Parecchie 
Moltissime 

4. 

Portatore  XLVIII. 
Tab.  III. 

1 
1 
1 

:50 
:200 
:  1000 

Moltissime 
Id. 
Id. 

Il  siero  agglutinava  nel 
rapporto  di  1  : 60. 

5. 

Portatore  XLIII,  Ta- 
bella III. 

1 
1 
1 

:50 
200 
1000 

Poche 
Molte 
Moltissime 

Il  siero  agglutinava  nel 
rapporto  di  1 : 100. 

6. 

Portatore  XLI  .  .  . 

1  ■ 
1  : 

1 

50 
200 

lUUU 

Moltissime 
Id 

Tri 

Il  siero  non  sì  era  mo- 
strato agglutinante 
neppure  nel  rapporto 
di  1 :  25. 

7. 

Portatore  XLII.  .  .  1 

1  : 
1 

1  : 

50 

200 

1000 

Id. 
Id. 

JLQ. 

Id. 

8.  Portatore  XLVI.  .  . 

1 

1  : 

50 
200 

Id. 
Id. 

Id 

1: 

1000 

Id. 

9. 

Portatore  XLVII  .  .  \^ 

1  : 
1  : 
1  : 

50 

200 

1000 

Id. 
Id. 
Id. 

Id. 
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Segue  Tabella  IV. 


Sieri 

Rapporto 

f^rtlnnif»  flvIliTnTìa 

w  VIV7U1C    D  V  IIU  \J^iX\j~ 

\Jo0ttTVUZ  Ivnt 

1 

:50 

Moltissime 

II  siero  non  si  era  mo- 

10. N.  4,  Tab. 

I.  .  .  . 

1 

:200 

Id. 

strato  agglutinante 

neppure  nel  rapporto 

1 

1000 

Id. 

ai  1  :  zo. 

:50 

Id. 

11   N  8  Tab 

I.  .  .  . 

i: 

Id. 

Id. 

•  1000 

Id. 

1 

:50 

Id. 

12.  N.  19,  Tab 

I  .  .  . 

1 

:200 

Id. 

Id. 

1 

1000 

Id. 

Id. 

2°  controllo  . 

Id. 

Questi  risultati  ci  dimostrano  come  la  prova  della  battericidia  sia 
riuscita  sempre  negativa  là  dove  pure  negativa  era  stata  la  ricerca 
delle  agglutinine  specifiche.  Ma  in  quei  sieri  dove  la  reazione  agglu- 
tinante aveva  dato  risultato  positivo  non  sempre  ho  potuto  mettere 
in  evidenza  proprietà  battericide  :  e  precisamente  dei  due  casi  di  co- 
lera uno  soltanto  ha  dato  esito  positivo  abbastanza  netto  nel  rap- 
porto di  1  :  50,  più  netto  nel  rapporto  di  1  : 200  ;  l'altro  è  stato  del 
tutto  negativo.  Fra  i  tre  portatori  nel  cui  siero  si  erano  dimostrate 
agglutinine  specifiche  soltanto  in  due  si  sono  osservate  proprietà  bat- 
tericide nei  rapporti  di  1  :  50  e  1  :  200. 

Devo  perciò  concludere:  1)  che  la  ricerca  del  potere  battericida  è 
negativa  in  tutti  quei  casi  in  cui  la  prova  della  agglutinazione  non 
riesce  a  svelare  uno  stato  di  reazione  immunitaria  dell'organismo  al 
vibrione  del  colera;  2)  che  non  si  dimostra  un  potere  battericida  in 
tutti  quei  casi  in  cui  il  potere  agglutinante  svela  V esisterla  di  uno 
stato  immunitario. 

* 

*  * 

Per  ricercare  le  proprietà  batteriotrope  del  siero  ho  usato  la 
tecnica  di  Neufeld  e  Hiihne. 

Mi  sono  servito  di  leucociti  di  uomo  lavati  e  sospesi  in  soluzione 
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fisiologica,  di  sospensione  in  soluzione  fisiologica  di  agarcoltura  di  24  ore 
del  vibrione  di  Koch,  di  diluzioni  del  siero  in  esame,  preventivamente 
riscaldato  per  30'  a  +  56°  C. 

Per  ogni  siero  ho  sperimentato  2  diluzioni:  1:200  e  1  :  800,  vale 
a  dire  che  per  ogni  siero  in  esame  ho  mescolato  in  una  prima  provettina 
una  goccia  della  sospensione  batterica,  due  goccie  della  sospensione 
di  leucociti,  una  goccia  di  diluzione  del  siero  di  1  :  50;  e  in  una  se- 
conda provettina  una  goccia  della  sospensione  batterica,  due  della 
sospensione  di  leucociti  e  una  della  diluzione  del  siero  1  : 200. 

Ho  posto  tutte  le  provettine,  insieme  con  una  di  controllo  (una  goccia 
della  sospensione  batterica,  due  della  sospensione  di  leucociti  e  una 
di  soluzione  fisiologica)  per  20'  in  termostato  a  +37"  C,  e  quindi 
da  ciascuna  ho  allestito  un  preparato  per  strisciamento,  che,  fissato 
al  calore,  è  stato  colorato  con  tionina  fenica. 

I  risultati  dell'esame  dei  preparati  è  indicato  nella  seguente 
tabella. 
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Tabella.  V. 


Sieri  esamiaati 

Bapporto 

Fagocitosi 

Osservazioni 

1.  Coleroso  9,  Tab.  II    .  . 

1 

200 

Scarsissima 

Battericidia   

1 

800 

Id. 

i\  gglutinazione  + 

2.  Colercso  10,  Tab,  11  .  . 

1 

200 

Id. 

Battericidia  -f- 

1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  + 

3.  Portatore  XLV,  Tab.  Ili 

1 

:  200 

Id. 

Battericidia  + 

1 

:  800 

la. 

Agglutinazione  -j- 

4.  Portatore  XLVIIT,  Ta- 

1 

:  200 

Id. 

Battericidia  — 

bella  III. 

1 

•  800 

Id. 

Agglutinazione  + 

5  Portatore  XLIII,  Tab.  Ili 

1 

i. 

Intonsa 

Battericidia  -j- 

1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  + 

1 

:  200 

S  c£irsììssim£i 

Battericidia  — 

1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  — 

7  Portatore  XLII  .... 

1 

:  200 

Id. 

Battericidia  — 

1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  — 

8.  Portatore  XLVl  .... 

(  1 

:  200 

id. 

Battericidia  — 

1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  — 

9.  Portatore  XLVII.  .  .  . 

(  1 

:  200 

Id. 

Battericidia  — 

(  1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  — 

1 

:200 

Id. 

Battericidia  — 

10.        4,  Tab,  I  

1  1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  — 

11.  ]SI°.  8,  Tab.  I  

l  1 

:  200 

Id. 

Battericidia  — 

1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  — 

12.  N°.  19,  Tab.  I  

1  1 

:  200 

Id. 

Battericidia  — 

1 

:  800 

Id. 

Agglutinazione  — 

Id. 
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Si  è  avuto  dunque  esito  negativo  in  due  convalescenti  di  colera  ; 
un  solo  risultato  positivo  in  un  portatore. 

Devo  perciò  concludere  che  ìa  ricerca  delle  proprietà  batteriotrope 
riesce  negativa  in  tutti  i  casi  in  cui  manca  la  reazione  agglutinante  ; 
essa  è  positiva  solo  in  alcuni  di  quei  casi  in  cui  la  ricerca  del  potere 
agglutinante  è  positiva,  e  perciò  deve  considerarsi  un  mezzo  molto  meno 
sensibile  di  questo. 

Couclusioni. 

P  Nel  siero  di  quasi  tutti  i  convalescenti  di  colera  le  ricerche  sero- 
logiche  permettono  di  dimostrare  la  presenza  di  anticorpi  ;  più  spesso 
si  mettono  in  evidenza  le  agglutinine,  meno  spesso  le  proprietà  batte- 
ricide in  vitro. 

2°  Estendendo  le  stesse  ricerche  sui  portatori  del  vibrione  di  Koch 
questi  possono  nettamente  distinguersi  in  due  gruppi:  gli  uni  hanno  nel 
loro  siero  anticorpi  specifici,  gli  altri  no;  questi  ultimi  devono  con- 
siderarsi quasi  tutti  portatori  sani,  quelli  tutti  emuntori. 

3°  La  lunga  durata  e  la  discontinuità  della  eliminazione  del  vi- 
brione colerigeno  da  parte  di  alcuni  portatori  non  sono  un  criterio  per 
ascrivere  questi  alla  categoria  degli  emuntori;  e  al  contrario  una  eli- 
minazione brevissima  non  è  caratteristica  per  i  portatori  sani. 

4°  Dai  casi  piuttosto  numerosi  che  sono  capitati  sotto  il  mio  esame 
posso  anche  concludere  che  portatori  di  vibrioni  non  si  sono  riscontrati 
se  non  nella  immediata  vicinanza  dei  colerosi,  oppure  in  diretto  rap- 
porto con  quello  che  per  alcuni  singoli  casi  fu  sospettato  essere  veicolo 
e  sorgente  di  focolai  e  di  colera  {latte,  acqua). 

Roma,  marzo  1912. 

LAVORI  CITATI. 

1.  ALDBiDGe.  The  prevention  of  enteric  fever  in  India.  Rif.  in  Bull.  Inst. 

Fast.,  1910,  p.  93. 

2.  Baumann.  Bazillentràger  und   Typhusverbreitung.   Arb.  a.   d.  Kais. 

Gesund.,  1908,  XXVIII,  p.  377. 

3.  Berg  (van  de).  De  Cholera  te  Rotterdam.  Rif.  in  Bull.   Insfc.  Fast., 

1909,  p.  988. 

4.  Bruns  u.  Hohn.   Ueber  den  Nachweis  und  das   Vorkommen  der  Me- 

ningokokken  im  Nasenrachenraum.  Klinische  Jahrb.,  XVIII,  p.  285. 

5.  Cagnetto.  Il  vibrione  colerigeno  nelle  vie  biliari  dell'uomo.  Patholo- 

gica,  1912,  p.  46. 


398 


6.  CoNBADi.  Ueber  alimentare  Ausscheidung  von  Paratyphusbazillen.  Klin. 

Jahrb.,  XXI.  p.  420. 

7.  Dean.  Suppurative  cholecysUstis  with  cholelithiasis  in  a  human  carrier 

of  the  h.  enteritidis  Oaertner.  Journ.  of  Hyg.,  1911,  XI,  p.  259. 

8.  Decknee.  Die  Cholerafdlle  im  Kreise  Heydekrug  wàhrend  des  Jahres 

1909.  Ctbl.  f.  Bakt..  I,  Ref.,  1910.  XLVII,  p.  259. 

9.  Dehlek.  Zur  Behandlung  der  Typhusbazillentràger.  Mùnchener  med. 

Wooh.,  1907,  p.  779. 

10.  DoPTEK.  Les  données  nouvelles  sur  la  meningite  cérébrospinale  épidé- 

mique  et  san  agent  spécifique.  Revue.  Bull.  Inst,  Past.,  1909,  p.  953 
e  1001. 

11.  FoRNET.  Zur  Epidemiologie  des  Typhus  und  Paratyphus.  Miinchener 

med.  Woch.,  1910,  p.  218. 

12.  Forster  u.  Kayser.  Ueber  das  Vorkommen  con  Typhusbazillen  in  der 

Galle  von  Typhuskranken  und  Typhusbazillentrdgern.  Mùnchener 
med.  Woch.,  1905,  p.  1473. 

13.  Feiedbergee.  Die  spezifischen  Serumverdnderungen  bei  Gholerahazil- 

lenzwischentràgern.  Ctbl.  f.  Bakt.,  I,  Orig.,  1906,  XL,  p.  405. 

14.  Feosch.  Die  Verbreitung  des  Typhus  durch  sogenannte  Daueraus- 

scheider  und  Bazillentrdger.  Klin.  Jahrb.,  XIX,  p.  536. 

15.  Gaehtgens.  Ueber  Opsoninuntersuchungen  bei  Bazillentrdgern.  Deut. 

med.  Woch.,  1909,  p.  1337. 

16.  GiEODE.  Examen  du  soixante-dix-huit  cas  cholériques;  action  du  bacille- 

virgule  sur  le  foie  et  le  pancreas.  La  Sem.  méd.,  1892,  n.  52. 

17.  Geegg.  Ein  Typhusbazillentràger,   52  Jahren  nach  Erholung  von  Ty- 

phus abdominalis.  Rif.  in  Miinchener  med.  Woch.,  1907,  p.  2006. 

18.  Geixoni.  L'epidemia  colerica  in  Puglia  nel  1910.  Riv.  crit.  Glin.  med., 

1911,  p.  193  e  209. 

19.  Hamilton.  The  value  of  opsonic  determinations  in  the  discovery  of  ty- 

phoid  carriers.  Journal  of  inf.  deseases,  1910,  VII,  p.  393. 

20.  Houston.  The  comparative  vitality  of  uncultivated  and  cultivated  ty- 

phoid  bacilli  in  artificially  infected  samples  and  raw  river  water  with 
special  reference  to  the  question  of  Storage.  Metropolitan.  Water 
Board,  VI  Report  on  research  work.  Rif.  in  Bull.  Inst.  Fast., 
1911,  p.  612. 

21.  Iwaschenzow.  Ueber  den  opsonischen  In  ìex  bei  der  Gholera.  Miinchener 

med.  Woch.,  1909,  p.  1345. 

22.  Jannsen.  Die  Gholera  in  Regirungbezirk  Gtmibinnen  im  Jahre  1909. 

Klin.  Jahrb.,  XXIV,  p.  79. 

23.  JuNDELL.  Ein  Typhusepidemie  durch  einen  Bazillentrdger.   Rif.  in 

Miinchener  med.  Woch.,  1910,  p.  J661. 

24.  Kayser.  Ueber  die  Art  der  Typhusverbreitung  in  einer  Stadt  [nach 

Strassburgi  r  Beobachtungen).  Miinchener  med.  Wochenschr.,  1909, 
p.  1067  e  1135. 

25.  Kulescha.  Affektion  der  Gallenblase,  der  Gallengdngf^  und  der  Leber, 

und  Verdnderungen  des  Knochenmarkes  bei  der  Gholera.  Klin.  Jahrb.. 
XXI,  p.  137. 

26.  Leddinqham.  Ueber  die  T ijphustrdger .   Rif.  in  Miinchener  med.  Wo- 

chen.,  1908,  p.  921  e  2022. 


399 


27.  IjENTz.  Ueber  die  in  Sommer  1905  in  St.-Johannsaarb:  iicken  beobachlete 

Buhrepidemie.  K'lin,  Jahrb.,  XVII. 

28.  Levy  u.  Wjkber.  Bazillentràger  und  Disposition  am  Beispiele  des 

Abdominaltyphus.  Ctbl.  f.  Bakt.,  1,  Orig.,  1907,  XLIH,  p.  419. 

29.  LoGHEN  (van).  Over  nit  Rusland  afkomstige  vibrionendragers.  Nederl. 

Tijdschr.  v.  Geneesk..  1911,  p.  154.  Rif.  in  Bull.  Inst.  Pnst ,  1911, 
p.  312. 

30.  LuMBRoso  e  Gerini.  Alcune  osservazioni  sulla  recente  epidemia  cole- 

rica di  Livorno  (luglio-settembre  1911).  Riv.  crit.  Clin.  med.,  1911, 
p.  657. 

31.  Massaglia.  Resistenza  naturale  al  colera  ed  individui  portatori  di  vi- 

brioni di  Koch.  Boll.  Società  mt)d.  chir.  di  Modena,  1910-11,  XXXVI, 
pag.  7. 

32.  Massi.  Brevi  appunti  sui  casi  di  colera  osservati  a  Bologna.  Pacho- 

logica,  1912,  p.  78. 

33.  MoNTEFUsco  Sulla  persistenza  dei  vibrioni  colerigeni  nelle  deiezioni 

dei  convalescenti  di  colera.  La  Riforma  medica,  1911,  p.  254. 

34.  Morgan  a.  Harvey.  An  experimental  research  on  thi'  viability  of  the 

ba  illus  typhosus  as  excreted  under  naturai  conditions  by  the  chronic 
carritrs.  Rif.  in  Bull.  Inst.  Fast.,  1909,  p.  678. 

35.  NiCATi  et  RiETCH.  Recherches  sur  le  choléra,  etc.  Aich.  phys.  norm. 

et  path.,  1885,  3'  serie,  V,  p.  72. 

36.  NiEPBASCHK.  Beitrag  zur  Kenntniss  der  Verbreitung  des  Typhus  durch 

Dauerauscheider.  Zeit.  f.  Hyg.,  1909,  LXIV,  p.  454. 

37.  NiETER  u.  LiEB-MANN.  Ueber  bemerkenswerte  Befunde  bei  Untersuchun- 

gen  auf  das  Vorhandensein  von  Typhusbazillentrdgern  in  einer  Irre- 
nanstalt.  Miinchener  med.  Woch.,  1906,  p.  1611. 

38.  Penninqton.  The  virulence  of  diphiheria  organisms  in  the  throats  of 

well  school  children  and  diphtheria  convalescents.  Journal  of  inf. 
d  seases,  1907,  IV,  p.  36. 

39.  Priqge  u.  Sachs-Muke.  Paratyphusbazillenausscheidung  bei  Kranken 

und  Gesunden.  Klin.  Jahrb.,  XXII,  p.  237. 

40.  Ravenna.  Virulenza  e  tossicità  dei  vibrioni  colerici  di  provenienza  varia. 

Pathologica,  1912,  p.  38. 

41.  Roscoc.  Die  durch  einen  Bazillentràger  verursachte  Typhusepidemie. 

Rif.  in  Miitichencr  med.  Woch.,  1910,  p.  157. 

42.  RoussEL,  Lesterlin  et  Sicrb.  Une  épidémie  de  diphtérie  au  1<^^  ré- 

giment  de  dragon  (Joigny).  Archives  mód.  et  pharm.  milit.,  1910, 
pag.  44. 

43.  Saumbeni.  Nouvelles  recherches  sur  la  toxine  et   l'antitoxine  choléri- 

ques.  Ann.  Inst.  Past.,  1918.  p.  172. 

44.  ScHBLLEB.  Beitràge  zur  Typhusepidemiologie.  Ctbl.  f.  Bakt.,  I,  Orig., 

1908,  XLVI.  p.  385. 

45.  ScHÒNE.  Spezifische  Komplementbindende  Stoffe  im  Blutserum  von  Ty- 

phusbazillentrdgern. Miinchener  med.  Woch.,  1908,  p.  1063. 

46.  SCHOLiiEY  (von).  a  contribution  to  the  statistics  on  the  presence  of 

diphtheria  bacilli  in  apparently  normal  throats.  Journ.  of  inf.  di^eases, 
1907,  IV,  p.  337, 

47.  Schumacher.  Zur  Frage  der  Bazillentràger  und  ihrer  Beziehung  zum 

endemischen  Typhus.  Klin.  Jahrb.,  XXII,  p.  263. 


400 


48.  Stadler.   Ein  Beitrag  zur  Frage  der  Diphteriebazillentràger.  Hyg. 

Rundschau,  1909,  XIX,  p.  872. 

49.  StOHlern.    Die   Gholera  indica   in   St- Petersburg  1908-09.  Ctbl.  f. 

Bakt.,  I,  Ref.  1910,  XLV,  p.  65. 

50.  SvENSON.  Agglutinine  und  Bakteriolysine  imBlut  von  Cholerakranken. 

Zeits.  f.  Hyg.,  1909,  LXIV,  342. 

51.  Tauda.  Bakteriologische    Beobachtungen  bei  der    Choleraepidemie  in 

Molfetta  (Apulien)  von  September  bis  November  1910.  Hyg.  Rund- 
schau, 1911,  XXI,  p.  829. 

52.  Tizzoni  e  Cattani.  Recherches  sur  le  choléra  asiatique.  Ziegl.  Beitr. 

z.  path.  Anat.  u.  Allg.  Path.,  1888,  III,  p.  189, 

53.  Tbommsdokb',  Rajchmann  a.  Porxer.  A  severe  outbreak  of  food  in- 

fection  caused  by  a  paratyphoid  carrier.  Journ.  of  Hyg.,  1911.  XI, 
pag.  39. 

54.  Vervookt.  Bacilllendragers  by  Diphterie.   Rif.   in  Bull.   Inafc.  Fast., 

1909,  p.  39. 

65.  Williams,  Buchanan  a.  Fobbes.  Latent  infections  hy  the  diphtheria 
baciìlus  and  the  administrative  measures  required  far  dealing  with 
contacts.  Rif.  in  Bull.  Inst.  Fast.,  1910,  p.  769. 

56.  Zlatogoeofe.  Ueber  die  Aufenthaltsdauer  der  Choleravibiionen  im 
Darmkanal  der  Kranken  und  ùber  die  V erànderlichkeit  ihrer  biolo- 
gischer  Eigenschaften.  Ctbl.  f.  Bakt.,  T,  Orig.,  1911,  LVIII,  pag.  14. 


Istituto  d'Igiene  delia  R.  Università  di  Roma 


^ulla  presenza  dì  emolisine  secondarie  nel 
siero  di  agnelli  infestati  con  «  XJncinaiia 
cernua » 

del  prof.  DANTE  DE  BLASI. 

In  alcuni  miei  precedenti  lavori  (1)  ho  riferito  intorno  alla  dimo- 
strazione di  sostanze  emolitiche  nel  siero  di  sangue  di  malarici  e  di 
anchilostomiaci  riscaldato  a  temperature  comprese  fra  55°  e  70°:  tali 
sostanze  hanno  azione  iso-  ed  autoemolitica,  e  non  si  riscontrano 
costantemente,  ma  con  una  certa  frequenza:  si  può  dire,  a  un  di- 
presso, in  circa  la  metà  dei  casi,  stando  ai  risultati  fino  ad  ora  otte- 
nuti. Presumibilmente  esse  si  trovano  nel  siero  solo  in  certi  periodi, 
più  o  meno  brevi,  della  malattia:  così,  per  esempio,  mentre  nei  ma- 
larici primitivi  in  atto,  specie  nei  terzanari,  si  possono  dimostrare 
abbastanza  spesso,  nei  malarici  cronici  invece  non  si  riscontrano  che 
eccezionalmente.  Sulle  condizioni  cui  è  legato  il  fenomeno  poco  si 
può  dire,  ma  quel  poco  che  è  concesso  dirò  alla  fine. 

Per  avanzare  in  così  fatto  studio  ricorsi  all'esperimento  negli  ani- 
mali; e  precisamente  feci  delle  ricerche  nei  cani  infetti  da  piro- 
plasmosi,  malattia  analoga  per  più  rispetti  alla  malaria  umana,  ed 
in  agnelli  affetti  da  uncinariosi,  malattia  corrispondente  all'anchilo- 
stomiasi  umana. 

Per  ciò  che  concerne  le  ricerche  sulla  piroplasmosi,  m'imbattei  in 
una  difficoltà  che  rendeva  mal  sicuri  i  risultati:  nella  semplice  solu- 
zione fisiologica  di  NaCl  la  poltiglia  corpuscolare  del  cane  cedeva  in 
capo  a  6  ore  emoglobina  in  quantità  certe  volte  notevole.  Allora,  so- 


(1)  Hicordo  soltanto  l'ultimo,  che  feci  e  pubblicai  in  collaborazione  col 
dott.  Verdo/.zi:  Ulteriori  ricerche  sulla  dimostrazione  di  sostanze  emolitiche 
nel  siero  di  sangue  dei  malarici.  Malaria,  B.  II,  A.  3,  1910.  In  questa  pub- 
blicazione sono  citate  le  antecedenti. 
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spese  le  esperienze,  mi  accinsi  alla  ricerca  di  qualche  miscela  piii 
adatta  alla  conservazione  delle  emazie,  e  trovai  che  una  miscela  a 
parti  eguali  di  soluzioni  di  saccarosio  e  di  NaCl,  tutt'  e  due  isoto- 
niche rispetto  al  siero  di  cane,  si  prestava  assai  meglio  allo  scopo: 
tale  miscela  fu  infatti  adoperata  con  vantaggio  da  Christophers  e 
Bentley  (1)  in  consimili  esperienze.  Con  ulteriori  più  minute  ricerche 
stabilii  che  ancor  migliore  è  la  miscela  di  una  parte  di  soluzione  di 
saccarosio  e  tre  parti  di  soluzione  di  NaCl  (2).  La  dimostrazione 
delle  isoemolisine  mi  riuscì  dunque  anche  nel  siero  dei  cani  affetti 
da  piroplasmosi  con  lo  stesso  metodo  usato  per  le  ricerche  negli  uo- 
mini malarici. 

Ora  qui  riferisco  di  alcune  esperienze  fatte  in  ovini  naturalmente 
e  sperimentalmente  infestati  di  Uìicinaria  cernua.  Di  queste  esperienze 
fu  già  fatto  cenno  nel  citato  lavoro  pubblicato  in  «  Malaria  »  nel 
1910;  il  metodo  di  ricerca  fu  lo  stesso,  e  qui  lo  riproduco. 

Metodo. 

li  sangue  veniva  raccolto  mediante  una  siringa  Tursini,  dalla  giu- 
gulare, per  lo  più  nella  quantità  di  4-6  cmc,  o  in  una  comune  pro- 
vetta, o  in  un  palloncino  contenente  palline  di  vetro  :  nel  primo  caso 
si  lasciava  coagulare,  nel  secondo  caso  si  defìbrinava,  agitando  per 
10  minuti. 

La  poltiglia  corpuscolare  che  si  adoperava  per  le  reazioni  si  otte- 
neva dal  sangue  defibrinato  di  un  agnello  sano,  salassato  dalla  giugu- 
lare: veniva  separata  dal  siero,  e  poi  lavata  4-5  volte  consecutive 
con  soluzione  di  NaCl  0.9  %,  o  soluzione  fisiologica,  come  d'ora  in- 
nanzi dirò  per  brevità.  Intanto  si  veniva  distribuendo  il  siero  da 
esaminare  in  parecchie  provettine  del  diametro  interno  di  poco  meno 
di  un  centimetro,  chiuse  con  tappi  di  ovatta:  in  ogni  provettina  si 
faceva  cadere,  da  una  pipetta  graduata,  0.2  cmc.  di  siero  (quando  il 
siero  era  scarso,  se  ne  versava  0.1),  e  si  allungava  subito  con  quan- 
tità conveniente  di  soluzione  fisiologica.  In  tutti  i  casi  la  diluzione 
fu  fatta  nel  rapporto  1:5,  in  alcuni  casi  anche  nel  rapporto  1:10  e 


(1)  Blackwater  fever  (Scientific  Memoirs  by  Officerà  of  the  Medicai  and 
Sanitary  Departments  of  the  Government  of  India.  N.  35.  Simla,  1908, 
p.  152). 

(2)  Sul  comportamento  delle  emazie  di  cane  in  miscele  isotoniche  di 
cloruro  di  sodio  e  saccarosio  (Archivio  di  Fisiologia,  voi.  VII,  1909>. 
pp.  509-510). 
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1:20,  talora  anche  1:50  e  1:100,  ed  in  qualche  caso  fu  adoperato 
altresì  il  siero  non  diluito,  nella  quantità  di  1  cmc,  o  di  14  cmc, 
allorché  il  siero  era  scarso. 

Per  ciascuna  diluzione  si  allestivano  cinque  provette,  e  per  ogni 
serie  di  cinque  provette  se  ne  lasciava  una  da  parte,  a  temperatura 
ambiente,  mentre  le  altre  quattro  venivano  tenute  per  mezz'ora  in 
bagnomaria  alle  temperature  rispettive  di  55,  60,  65  e  70"  C.  Nelle 
precedenti  ricerche  il  riscaldamento  si  faceva  durare  tre  quarti  d'ora; 
ma  vidi  poi  che  mezz'ora  è  sufficiente  allo  scopo.  Dopo  raffreddate 
le  provette,  a  ciascuna  di  esse,  compresa  quella  che  non  era  stata 
riscaldata,  ed  un'altra  contenente  1  cmc.  di  soluzione  fisiologica,  si 
aggiungeva  una  goccia  di  poltiglia  corpuscolare,  cioè  di  emazie  umane 
lavate,  si  mescolavano  i  liquidi  contenuti  nelle  provette,  per  rendere 
uniforme  la  sospensione  delle  emazie,  e  si  ponevano  in  termostato  a 
37"  C.  Quivi  rimanevano  per  12  ore,  passate  le  quali  le  provette  ve- 
nivano di  nuovo  rimescolate  e  centrifugate,  e  poi  sottoposte  all'os- 
servazione per  vedere  e  notare  se,  ed  in  quali  provette,  ed  in  quale 
misura,  fosse  avvenuta  l'emolisi.  Nelle  precedenti  esperienze,  in  vece 
di  aggiungere  una  goccia  di  poltiglia  corpuscolare  a  ciascuna  pro- 
vettina,  se  ne  aggiungeva  0 . 10  cmc. 

S'intende  che  siringhe,  provette,  palloncini,  pipette,  soluzioni,  tutti 
gli  oggetti  insomma  necessari  per  le  esperienze  venivano  prima  ste- 
rilizzati, e  che  si  eseguivano  con  ogni  cura  di  sterilità  tutte  le  ope- 
razioni occorrrenti. 

Per  apprezzare  il  grado  dell'emolisi,  quando  c'era,  non  furono 
usate  le  solite  indicazioni  :  tracce,  incompleta,  completa,  ecc.  ;  ma  si 
ricorse  al  confronto  con  una  scala  cromatica.  Allorché  in  ogni  sin- 
gola esperienza  si  mettevano  le  emazie  lavate  nelle  provettine,  se  ne 
metteva  anche  una  quantità  multipla  in  una  provetta  comune,  e  vi 
?i  aggiungeva  una  quantità  di  acqua  distillata  equimultipla  della 
quantità  di  liquido  contenuto  in  ciascuna  provettina.  Il  sangue,  di- 
sciogliendosi, produceva  così  un  liquido  intensamente  colorato  in  rosso 
rubino  :  tale  intensità  di  colore  rappresenta  per  ogni  esperienza  il  mas- 
simo grado  di  emolisi  che  potrà  verificarsi  in  una  delle  provettine  con- 
tenenti del  siero:  questa  gradazione  è  indicata  col  numero  100.  Un 
centimetro  cubo  di  questo  liquido  colorato  veniva  allungato  con 
9  cmc.  di  acqua  distillata:  ne  risultava  un  liquido  colorato,  la  cui 
tinta  sarà  per  conseguenza  indicata  dal  numero  10. 

Ed  ecco  come  si  eseguiva  il  confronto  cromatico. 

Appena  centrifugate  le  provettine,  si  aspirava  da  ciascuna  di  esse, 
con  una  pipetta  capillare,  il  liquido  colorato;  so  ne  facevano  cadere 
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10  gocce  in  una  provettina  calibrata,  e  poi  con  la  stessa  pipetta, 
precedentemente  lavata,  si  lasciava  cadere  a  goccia  a  goccia  dell'acqua 
distillata,  rimescolando  ad  intervalli  convenienti,  e  paragonando  la 
tinta  con  la  soluzione  colorata  di  misura,  contenuta  anch'essa  in  una 
provettina  calibrata  ed  uguale  alla  prima.  Si  teneva  conto  del  nu- 
mero di  gocce  di  acqua  occorse  per  ottenere  una  gradazione  uguale 
a  10;  si  teneva  conto  del  rapporto  volumetrico  fra  la  goccia  d'acqua 
e  la  goccia  del  liquido  colorato  (per  le  pipette  adoperate  tale  rap- 
porto variava  da  63  :  53  a  61  :  57)  e  si  calcolava  il  grado  corrispon- 
dente alla  tinta  che  il  liquido  stesso  aveva  prima  dell'allungamento. 
Se  il  siero  era  di  per  sè  laccato  (condizione  rara),  si  teneva  conto 
anche  di  quel  grado  di  colorazione  che  la  diluzione  adoperata  aveva 
prima  dell'esperienza,  e  tal  grado  si  sottraeva  da  quello  corrispon- 
dente alla  emolisi  avvenuta. 

Così  fu  fatta  la  misurazione  nelle  ricerche  precedenti,  con  la  mira 
di  poter  vedere  se  vi  fosse  qualche  rapporto  fra  l'intensità  dell'emo- 
lisi ed  altri  fatti  osservati. 

Ma  poi  riconobbi  infruttuoso  e  superfluo  tal  modo  piuttosto  pre- 
ciso di  misurazione;  sicché  in  queste  esperienze  il  confronto  fu  fatto 
in  maniera  approssimativa,  con  un  metodo  simile  a  quello  usato  da 
Arrhenius.  La  scala  di  paragone  era  composta  di  20  gradazioni,  otte- 
nute allungando  il  liquido  laccato  nominato  poc'anzi,  corrispondente 
al  grado  100,  con  acqua  distillata,  in  rapporti  rispettivamente  di  19: 1, 

18:2,  17:3,  16:4  ,  10:10  ,  4:16,  3:17,  2:18,  1:19:  i  gradi 

corrispondenti  a  così  fatte  diluzioni  sono  95,  90,  85,  80          50  , 

20,  15,  10,  5. 

In  ogni  modo  bisognava  assicurarsi,  in  ogni  caso  di  reazione  positiva, 
che  l'emolisi  osservata  non  fosse  prodotta  da  inquinamenti,  che  pur 
sarebbero  accidentalmente  potuti  avvenire,  non  ostante  le  precau- 
zioni prese  affinchè  l'esperienza  procedesse,  dal  principio  alla  fine,  in 
condizioni  di  sterilità.  A  tale  scopo,  per  togliere  di  mezzo  ogni  dubbio, 
facevo  l'esame  batterioscopico  e  batteriologico  del  contenuto  delle 
provette  nelle  quali  era  avvenuta  l'emolisi.  Ho  sempre  scartato  quei 
casi  eccezionali  in  cui  i  tubi  presentanti  il  fenomeno  dell'emolisi  con- 
tenevano dei  germi.  Circa  la  genuinità  del  fenomeno  sarà  bene  av- 
vertire come  in  alcuni  casi  l'emolisi  possa  manifestarsi  anche  dopo 
6-7  ore,  talora  già  dopo  2-4  ore  soltanto,  e  che  l'intensità  della  lac- 
catura del  liquido  soprastante  alle  emazie  sedimentate  rimane  immu- 
tata anche  dopo  12  e  piiì  ore  a  temperatura  ambiente. 

Esperienze.  —  Trovandosi  nell'  Istituto  verso  la  fine  del  1908  ed 

11  principio  del  1909  parecchie  pecore,  che  servivano  ad  alcuni  studi 
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parassitologici  del  prof.  Alessandrini,  me  ne  avvalsi  per  eseguire  le 
prime  ricerche.  Dirò  subito  clie  si  mostrò  sfornito  di  sostanze  isoemo- 
litiche il  siero  di  quelle  pecore  le  cui  feci,  in  ripetuti  esami,  dimo- 
strarono di  non  contenere  uova  di  Uncinarla:  invece  nel  siero  di 
quelle  le  cui  feci  contenevano  molte  uova  di  Uncinarla,  riuscì  la  di- 
mostrazione delle  dette  sostanze. 

Raccolgo  in  alcune  tabelle  i  risultati  delle  ricerche  fatte  nelle  pe- 
core n.  2,  5,  3,  4. 


Pecora  n.  2  (18  dicembre). 


Siero  diluito 

Fresco 

Riscaldato  a 

55" 

601 

65'1 

0 

0 

0 

20 

<  5 

0 

0 

<  20 

0 

5 

0 

10 

<  5 

<  10 

0 

Pecora  n.  5  (18  dicembre). 


Siero  diluito 

Fresco 

Riscaldato  a 

650 

600 

65'^' 

700 

1 

5  

0 

0 

0 

0 

10 

1 

0 

0 

0 

0 

20 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

Pecora  n.  3  (19  dicembre). 


Siero  diluito 

Fresco 

Riscaldato 

a 

550 

600 

650 

750 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

10  

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

5 

5 
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Pecora  n.  4  (19  dicembre). 


Siero  diluito 

Fresco 

Riscaldato 

a 

550 

60» 

650 

75" 

1 

5  

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

15 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

10 

Ma  più  importanti  sono  le  ricerche  fatte  in  due  piccoli  agnelli, 
che  appena  arrivati  nell'  Istituto  f lirono  sottoposti  per  parecchi  giorni 
ad  un  accurato  esame  quotidiano  delle  feci  dal  prof.  Alessandrini,  il 
quale,  avendo  riconosciuto  l'assenza  di  parassiti  di  qualsiasi  specie, 
fece  ad  uno  ingerire  delle  larve  di  Uncinarla  cernua,  ed  all'altro  le 
inoculò  sotto  cute.  Continuava  egli  l'esame  quotidiano  delle  feci,  e 
dopo  15  giorni  per  il  primo  agnello  e  27  per  il  secondo  mi  riferì  di 
averci  trovato  le  uova  dell'Uncinarla. 

Cavai  del  sangue  agli  agnelli  avanti  che  fossero  assoggettati  al- 
l' infestione  ;  li  salassai  poi  ancora  alcuni  giorni  dopo  che  furono  di- 
mostrate le  uova  nelle  feci. 

I  dvie  sieri  ottenuti  dagli  agnelli  non  ancora  infestati  si  dimostra- 
rono privi  delle  speciali  isoemolisine,  di  cui  mi  occupo,  laddove  queste 
furono  riscontrate  nei  sieri  degli  stessi  agnelli  salassati  dopo  avve- 
nuta e  dimostrata  l'infestione. 

Ecco  i  risultati  : 


Agnello  n,  1  (14  gennaio). 
Isolisi. 


Siero 

Fresco 

Biscaldato  a 

55° 

60» 

65° 

75» 

Non  diluito  

0 

0 

0 

0 

0 

Diluito  1:5  

0 

0 

0 

0 

0 

Id.  1:10  

0 

0 

0 

<  10 

0 

Id.     1  :  20  

0 

0 

20 

5 

0 

Id.    1  :  50  

0 

0 

0 

<  5 

<  10 

Id.     1  :  100  

0 

15 

0 

10 

0 
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Agnello  n.  2  (16  gennaio). 

Autolifli. 


Siero  diluito 

Fresco 

Riscaldato  a 

65° 

60° 

65° 

75° 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

15 

0 

0 

0 

<  5 

15 

0 

0 

10 

0 

<  5 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

L'esperienza  concernente  l'agnello  n.  1  prova  che  le  sostanze  di- 
mostrabili con  la  diluzione  e  col  riscaldamento  sono  isoemolitiche, 
quella  dell'agnello  n.  3  prova  che  esse  sono  anche  autoemolitiche. 

Considerazioni. 

Questi  miei  reperti  possono  apparire  alquanto  strani;  ma  l'impor- 
tante è  che  il  fenomeno  dipende  effettivamente  da  proprietà  nuove 
insite  nei  sieri,  avendo  io  potuto  escludere  ogni  possibile  inquinamento 
da  batteri  emolitici.  Il  grado  dell'emolisi  in  generale  è  debole,  poiché 
la  massima  intensità  ottenuta  corrisponde  al  grado  20,  cioè  alla  libera- 
zione di  una  quinta  parte  dell'emoglobina  contenuta  in  tutto  il  sangue 
mescolato  coi  sieri.  Il  fenomeno  inoltre  avviene  con  lentezza,  se  si 
paragona  con  l'emolisi  che  si  osserva  prodotta  dalle  emolisine  com- 
plesse specifiche.  Ma  ciò  che  maggiormente  impressiona  è  che  talora, 
benché  raramente,  l'emolisi  presentasi  a  sbalzi,  tanto  per  rispetto  alla 
temperatura  di  riscaldamento,  quanto  per  rispetto  al  grado  di  dilu- 
zione del  siero. 

Così  per  la  pecora  n.  2  si  ebbe  emolisi  nel  siero  diluito  1  :]0  ri- 
scaldato a  60°,  non  in  quello  riscaldato  a  65°,  ma  di  nuovo,  sebbene 
leggiera,  nel  siero  riscaldato  a  70°;  analogamente  per  l'agnello  n.  1 
il  siero  diluito  1 : 100  produsse  l'emolisi  dopo  il  riscaldamento  a  55°, 
non  più  a  60°,  ma  di  nuovo  a  65°,  e  per  l'agnello  n.  2  il  siero  di- 
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luito  1 : 50  si  comportò  in  maniera  simile.  Questo  fatto  fu  qualche 
volta  osservato  anche  per  i  sieri  umani,  malarici  ed  anchilostomiaci, 
e  per  i  sieri  di  coniglio  anemizzati,  dei  quali  parlerò  più  oltre. 

Per  ciò  che  spetta  al  grado  di  diluzione,  il  siero  della  pecora  n.  2 
scaldato  a  65°  si  dimostrò  emolitico  nella  diluzione  1 : 5,  non  in 
quella  1 : 10,  ma  di  nuovo  nella  diluzione  1 : 20.  E  simile  comporta- 
mento fu  osservato  anche  nel  siero  dell'agnello  n.  2,  conservato  in 
refrigerante  dal  16  al  26  gennaio,  r  risaggiato  poi  sul  sangue  di  una 
pecora  uccisa  al  mattatoio:  tale  t^iero  non  produsse  emolisi  nella  di- 
luzione 1:5,  la  produsse  nella  diluzione  1 : 10,  non  più  in  quella  1 :20, 
ma  di  nuovo  in  quella  1 :  50. 

Possiamo  dunque  dire  che  la  dimostrazione  di  tali  sostanze  emo- 
litiche, oltre  che  alla  loro  effettiva  presenza  nel  siero,  è  legata  al 
grado  di  diluzione  ed  alla  temperatura  di  riscaldamento  :  più  di  questo 
non  è  lecito  affermare.  Ma  anche  affermando  in  tal  modo,  sulle  ge- 
nerali, le  modalità  del  fenomeno,  non  mi  nascondo  che  esso  appare  ■ 
isolato  nel  vastissimo  campo  delle  osservazioni  sull'emolisi  da  emoli- 
sine  complesse  e  da  emolisine  semplici  termolabili  o  cottostabili.  Non 
potendo  ancora  dare  una  spiegazione  fondata  dei  fatti  osservati,  ho 
cercato  se  mai  vi  fosse  in  campi  affini  qualche  dato  di  analogia  atto 
almeno  ad  indicare  la  via  da  seguire  in  ulteriori  indagini  per  chia- 
rire convenientemente  i  fatti. 

Ricordo  qui  alcuni  di  questi  dati,  lasciando  però  impregiudicata  la 
questione  se  l'analogia  sia  apparente  o  reale;  credo  in  ogni  modo  giustifi- 
cato tale  ricordo,  perchè  queste  speciali  sostanze  emolitiche  da  me  riscon- 
trate nei  sieri  verosimilmente  non  sono  prodotte  dai  parassiti,  ma  risul- 
tano in  certe  condizioni  dalla  distruzione  dei  corpuscoli  del  sangue, 
sono  quindi  componenti  chimici  di  questi  o  loro  trasformazioni  1 

Quanto  al  comportamento  del  fenomeno  rispetto  alla  temperatura,.  { 
trovo  un'analogia  in  un'osservazione  fatta  da  Madsen,  Famulenu  e  ', 
Walbum  sulla  stafilolisina  ;  ecco  le  parole  con  le  quali  Arrhenius  (1) 
riferisce  il  fatto  :  «  Das  Staphylolysin  verhàlt  sich  sehr  eigentiimlich. 
Wenn  es  auf  70°  erhitzt  wird,  verliert  es  einen  grossen  Teil  seiner 
hàmolytischen  Kraft,  wenn  es  aber  5  Minuten  auf  100"  erhitzt  wird, 
kehrt  sie  merkwiirdigerweise  wieder.  Sein  Antitoxin  wird  beim  Sieden 
zerstòrt.  Durch  Erhitzung  der  unschàdlichen  Mischung  von  Staphy- 
lolysin und  seinem  Antitoxin  auf  100°  wàhrend  5  Minuten  gewann 
die  Mischung  hàmolytische  Eigenschaften.  Die  Bindung  von  Staphy- 
lolysin an  sein  Antitoxin  ist  also  ein  reversibler  chemischer  Prozess  ». 


(1)  Immunochemie,  1907,  p,  15. 
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Se  nei  sieri  dimostranti  il  fenomeno  da  me  osservato  si  ammette 
l'esistenza  di  un  complesso  di  due  sostanze  (E  -|-  A),  delle  quali  una, 
E,  abbia  potere  emolitico  e  l'altra,  A,  potere  inibitore,  e  contro  sif- 
fatta ipotesi  non  v'è  finora  nulla  in  contrario,  l'analogia  addotta  di- 
venta in  generale  accettabile. 

Quanto  al  comportamento  delle  diverse  diluzioni  si  potrebbero  ri- 
cordare il  fenomeno  paradosso  dell'agglutinazione  e  lo  storno  del 
complemento  di  Neisser  e  Wechsberg  :  anche  qui  si  tratta  infatti  di 
fenomeni  che  mancano  o  sono  poco  evidenti  allorché  si  usano  con- 
centrazioni forti  di  sieri  agglutinanti,  rispettivamente  di  sieri  batte- 
riolitici  inattivati,  in  presenza  di  complemento,  e  si  dimostrano  in- 
tensi in  concentrazioni  minori.  Se  non  ohe  a  questi,  che  sono  feno- 
meni immunitari,  può  non  adattarsi  il  caso  mio;  oltre  che  l'analogia 
non  reggerebbe  a  confronto  del  fatto,  talora  da  me  osservato,  che  di 
quattro  diluzioni  1:5,  1 : 10,  1  : 20,  1 : 50  si  possono  dimostrare  attive 
la  2*  e  la  4^  non  la  P  e  la  3*:  qui  il  fenomeno  manca  e  si  presenta 
due  volte  alternatamente,  come  se  fosse  periodicamente  regolato. 

Ora  conservando  ancora  l'ipotesi  dell'esistenza  di  un  complesso 
(E  -f  A),  si  può  immaginare  che,  secondo  il  vario  grado  di  diluzione, 
esso  ora  si  scinda,  con  liberazione  della  sostanza  attiva  E,  ora  si 
riformi,  tornando  ad  essere  un  complesso  inattivo.  Si  sa  che  la  di- 
luzione influisce  diversamente,  secondo  il  suo  grado,  sullo  stato  fisico 
delle  sostanze  disciolte  nel  siero  :  ora  questa  influenza  può  anche  ap- 
parire periodica.  Una  simile  possibilità  è  stata  provata  per  le  soluzioni 
di  lecitina  da  Porges  e  Neubauer,  i  quali  hanno  visto  fra  l'altro  che, 
mescolando  a  pari  volume  una  soluzione  di  lecitina  1.4%  con  solu- 
zioni variamente  concentrate  di  MgS04,  si  ha  quanto  segue: 

Soluzione  di  ìigSO^  Flocculazione 

3N   0 

N   completa 

N/iO   0 

N/lOO   completa 

N/500    0 


L'analogia  però  fra  queste  osservazioni  sulla  flocculazione  della  le- 
citina e  le  mie  sull'emolisi  vale  solo  per  gli  effetti,  quindi  può  non 
essere  che  apparente.  Ciò  non  ostante  da  essa  mi  viene  l'idea  di 
questa  ipotesi  di  lavoro:  nei  sieri  di  uomini  od  animali  anemizzati, 
in  certe  condizioni,  si  trova  un  complesso  organico  (E  +  A)  pro- 
babilmente colloidale,  capace  di  scindersi  o  ricostituirsi  sotto  l'azione 
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di  varie  temperature  e  di  varie  diluzioni,  azione  che  può  essere 
sia  diretta,  sia  indiretta,  per  mezzo  di  mutamenti  fisico-chimici  che 
certo  avvengono  negli  altri  componenti  del  siero,  elettroliti  e  non 
elettroliti. 

* 

*  * 

Ho  già  detto  che  le  sostanze  emolitiche  da  me  dimostrate  devono 
considerarsi  come  prodotte  dal  disfacimento  dei  corpuscoli  del  sangue. 
Ciò  risulta  dal  fatto  che,  anemizzando  dei  conigli  con  glicerina  o  con 
ricina  in  modo  che  il  numero  dei  globuli  rossi  fosse  ridotto  ai  due 
terzi  o  alla  metà  del  normale,  potei  nel  loro  siero  diluito  e  riscaldato 
dimostrare  un  evidente  potere  isoemolitico  ;  lo  stesso  ottennero  Sam- 
pietro (1)  con  le  inoculazioni  dell'emolisina  del  V.  meischnikowi  e  Fon- 
tano con  l'inoculazione  di  cobraveleno  nei  conigli.  Per  questo  appunto 
proposi,  e  mantengo  la  proposta,  di  chiamare  le  dette  sostanze  emo- 
lisine  secondarie,  senza  pregiudicare  la  natura  chimica  loro,  ancora  sco- 
nosciuta, benché  si  possa  fin  d'ora  presumere  che  derivino,  per  scissione 
o  per  altro  meccanismo,  da  sostanze  allo  stato  colloidale,  e  supporre 
forse  che  queste  siano  rappresentate  da  complessi  proteico-lipoidi  o 
dall'insieme  di  due  lipoidi  con  azione  antagonistica,  cioè  l'uno  emo- 
litico, l'altro  antiemolitico. 


(1)  Sul  potere  emolitico  del  siero  di  conigli  inoculati  con  V.  metsch- 
nikowi  (Annali  d^Igiene  sperimentale,  voi.  XX,  1910). 

(2)  Contributo  alla  conoscenza  delle  emolisine  secondarie  (-4nnaZi  d'Igiene 
sperimentale,  voi.  XXT,  1911). 


Istituto  siero-vaccinogeno  Eritreo 


Il  bottone  orientale  in  Abissinia 

per  il  Dott.  F.  MARTOGLIO. 

Da  ricerche  fatte  non  mi  risulta  che  siano  stati  pubblicati  casi 
di  bottone  orientale  riscontrati  in  Eritrea  o.  in  genere,  sull'altipiano 
abissino.  (Archiv  fur  Schiffs-  und  Tropen-Hygiene;  The  Journal  of 
Tropical  Wledicine  and  Hygiene;  Annales  d'Hygiène  et  de  Médecine 
Coloniales;  Bulietin  de  VInstitut  Pasteur;  Annali  di  Medicina  navale; 
Annali  d'Igiene  sperimentale).  Castellani  e  Chalmers  (1),  a  proposito 
della  distribuzione  geografica  di  questa  affezione,  non  menzionano 
questi  paesi.  Nella  recente  traduzione  italiana  del  Manson  (2)  fra  i 
paesi  di  endemia  non  è  nominata  l'Abissinia.  Il  Plehn  nella  tratta- 
zione delle  malattie  tropicali  della  pelle  (3)  accenna  alla  costa  afri- 
cana del  Mar  Rosso,  ma  senza  precisare  maggiormente.  Rho  (4)  in- 
vece afferma  nettamente  che  «  mentre  venne  segnalata  con  una  certa 
frequenza  a  Suakim  (Moore),  a  Massaua  non  fu  notata  ancora  da 
nessun  osservatore  ». 

Ma  l'Arabia  (Jemen,  Assir,  Adramut),  il  Sudan  e  tutta  la  val- 
lata niliaca  da  lunghi  secoli  hanno  larghi  rapporti  etnici  e  commer- 
ciali con  l'Abissinia  e  con  l'Eritrea,  che  geograficamente  ne  fa  parte. 
E  siccome  in  quelle  regioni  è  endemico  il  bottone  orientale,  ho  avuto 
il  sospetto  che  questa  infezione  potesse  esistere  anche  in  Eritrea, 
specie  tenendo  presenti  le  grandi  somiglianze  dell'ambiente  tellurico 
e  climatico  e  considerando  che  proprio  attraverso  il  porto  di  Massaua 
si  sono  verificati  sempre  importanti  movimenti  commerciali  fra  il  nord 
dell'Abissinia  e  l'Oriente,  e  immigrazione  di  gente  dall'Arabia,  ora 
in  via  transitoria,  ora  in  via  definitiva,  come  in  epoca  recentissima 
hanno  fatto  i  Rasciaida  venuti  a  stabilirsi  nel  Sahel. 

Intraprese  opportune  ricerche  ho  potuto  infatti  stabilire  che  fra 
gli  indigeni  dell'Hamasen  (Eritrea)  e  del  Tigrai  (Abissinia)  è  cono- 
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sciuta  sotto  il  nome  di  ghisuà  una  malattia  della  pelle  circoscritta, 
ad  andamento  cronico,  che  finisce  sempre  con  la  guarigione  e  che  si 
manifesta  mediante  un'ulcerazione  (alcune  volte  due  o  più)  superfi- 
ciale, ricoperta  di  croate  giallastre,  estesa  più  o  meno  dalle  dimen- 
sioni di  un  centesimo  a  quelle  di  un  pezzo  da  cinque  lire. 

*  * 

Queste  popolazioni  credono  che  essa  sia  provocata  da  una  spe- 
ciale farfalla  che  chiamano  ghisuà,  donde  il  nome  della  malattia  (le 
farfalle  in  genere  son  chiamate  zemblalì).  Propriamente  pensano  che 
la  polvere  che  la  ghisuà  lascia  cadere  dalle  ali  quando  si  posa  sulla 
faccia,  sulle  gambe,  o  in  altri  posti  scoperti,  irritando  la  pelle  inizi 
la  fenomenologia  morbosa. 

Quest'affezione  è  nota  anche  in  altre  regioni  dell'Eritrea:  i  Mus- 
sulmani della  costa  la  chiamano  haz  haz;  gli  Abab  e  gli  Assaortini, 
mussulmani  anch'essi,  la  chiamano  i  primi  zalah-haha,  i  secondi  hala 
In  Abissinia  gli  Amara  la  chiamano  cuncir  {cunei  =  pulce). 

Nell'Hamasen  molti  anni  fa  il  ghisuà  era  malattia  rara;  mentre 
era  relativamente  frequente  nel  Tigrai.  Allora  il  Tigrai,  che  aveva 
l'egemonia  politica  su  tutta  l' Abissinia,  governava  l'Hamasen  me- 
diante capi  locali,  con  sistema  medioevale  di  vassallaggio  ;  perciò  non 
si  verificavano  grandi  spostamenti  di  truppe  con  dislocazione  perma- 
nente. Ai  tempi  di  Negus  Johannes  e  di  Ras  Alula  invece  l'Hamasen 
cominciò  ad  essere  presidiato  stabilmente  con  forti  nuclei  di  truppe 
tigrine,  e  da  allora  la  malattia,  secondo  l'osservazione  di  anziani  at- 
tendibili è  andata  aumentando  ed  ora  è  diffusa  quanto  in  Tigrai. 

Il  ghisuà  non  ha  epoche  dell'anno  in  cui  ricorra  con  maggiore 
frequenza;  i  nativi  credono  che  le  stagioni  non  abbiano  infiuenza  e 
che  si  possa  ammalare  tanto  nel  periodo  asciutto  quanto  in  quello 
delle  pioggie. 

Il  sesso  e  l'età  non  sembra  esercitino  speciale  azione  perchè  am- 
malano tanto  uomini  quanto  donne,  bambini  e  adulti.  Forse  è  un 
po'  più  frequente  negli  individui  giovani. 

Secondo  l'osservazione  delle  popolazioni  locali,  l'affezione  non  è 
direttamente  contagiosa:  stando  insieme  con  un  malato  non  si  am- 
mala, ma  è  necessario  l'intervento  di  imo  speciale  agente  di  trasmis- 
sione ohe  esse  credono  di  riconoscere  nella  farfalletta  che  ha  dato  il 
nome  alla  malattia. 

Generalmente  si  localizza  nelle  parti  scoperte  :  faccia,  mani,  avam- 
braccia,  gambe  e  piedi  ;  qualcuno  dice  che  può  manifestarsi  anche  su 
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parti  abitualmente  coperte.  È  a  notare  però  che  gli  Abissini  anche 
sull'altipiano  vestono  stoffe  leggiere  (cotonate),  e  spesso  quando  la- 
vorano si  scoprono  il  dorso. 

La  lesione  locale  comincia  con  prurito;  la  parte  si  arrossa,  si  fa 
secca  e  presenta  leggiera  desquamazione  dell'epidermide  a  piccole 
scagliette;  poi  si  fa  un  po'  tumida,  con  piccoli  noduli  sporgenti  che 
in  seguito  ulcerano  e  si  determina  una  secrezione  sierosa  che  si  rap- 
prende in  croste  giallastre  o  giallo-rossastre  per  mescolanza  di  sangue. 
L'ulcerazione  qualche  volta  ha  tendenza  ad  estendersi,  e  può  rag- 
giungere vaste  dimensioni  come  quelle  del  palmo  di  una  mano  e 
anche  più.  Se  invade  l'area  dei  baffi  distrugge  il  bulbo  pilifero  ;  nel 
naso  determina  distruzione  parziale  delle  pinne;  il  bulbo  oculare  non 
è  mai  leso,  ma  sulle  palpebre  produce  perdite  di  sostanza  e  gravi 
retrazioni. 

Non  è  mai  mortale  ma  dura  a  lungo,  fino  a  due-tre  anni.  La 
guarigione  lascia  l'immunità  verso  infezioni  successive;  nessuno  ricorda 
che  la  malattia  sia  venuta  due  volte  allo  stesso  individuo,  anche 
dopo  molti  anni  dalla  guarigione  del  primo  attacco. 

In  Eritrea,  come  presso  tutti  i  popoli  barbari,  vi  sono  individui 
che  si  danno  all'esercizio  della  medicina,  specializzandosi  in  deter- 
minate malattie  e  tramandandosi  alle  volte  da  padre  a  figlio  speciali 
conoscenze  su  sostanze  medicamentose  intorno  alle  quali  conservano 
scrupolosamente  il  segreto.  Così  vi  sono  alcuni  che  sanno  curare  la 
blenorragia  con  certi  succhi  vegetali  sulla  cui  provenienza  non  mi  è 
stato  possibile  avere  notizie  ;  altri  che  curano  la  lebbra  e,  dicono, 
con  buoni  risultati  nelle  forme  tuberose  iniziali  ;  altri  che  curano  il 
ghìsuà. 

Nelle  varie  regioni  vi  è  sempre  qualcuno  che  cura  questa  ma- 
lattia e  spesso  con  una  medicina  propria.  E  comune  l'apjolicazione 
del  fuoco  ;  ma,  a  quello  che  riferiscono,  l'esito  è  molto  incerto  ed  in 
alcuni  casi  anche  dopo  2-3  cauterizzazioni  non  si  ottiene  la  guari- 
gione ;  vi  sono  però  esiti  positivi. 

Nelle  vicinanze  di  Asmara  abita  un  ar.him  (medico)  del  ghisuà, 
ed  è  il  cicca  (capo  paese)  di  Zahada-Cristian.  Mi  raccontava,  che 
esercita  fin  dal  tempo  dell'inizio  del  regno  di  Negus  Johannes,  cioè 
da  una  quarantina  d'anni.  Ha  un  sistema  speciale  che  consiste  nel 
raschiamento  della  parte  che  unge  poi  di  burro;  dopo  2-3  giorni, 
quando  la  reazione  infiammatoria  suscitatasi  è  regredita,  applica  certe 
foglie  sulle  quali  non  ha  voluto  darmi  indicazioni  e  che  determinano 
la  guarigione.  Così  ha  curato  molti  individui  ottenendo  più  guari- 
gioni che  insuccessi.  Tante  volte  bastano  3-4  applicazioni;   ma  pos- 
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sono  occorrerne  anche  10-15,  Questo  diverso  comportamento  sta  in 
rapporto  con  l'età  della  malattia;  infatti  quando  è  recente,  dice, 
può  bastare  una  sola  medicatura. 

*  * 

Per  mettere  in  chiaro  la  natura  di  questa  affezione  ho  preso  in 
esame  i  seguenti  tre  casi  : 

I.  —  Meticcio  d'anni  5,  figlio  di  un  italiano  e  di  una  abissina. 
Egli  afferma  di  essersi  scalfita  la  guancia  destra  circa  dieci  mesi  fa 
con  un  pezzetto  di  legno  mentre  stava  all'Arbaroba  (località  fra 
i  1800-2000  metri  di  altitudine,  asciutta,  priva  di  acque,  meno  che 
nei  pozzi);  in  seguito  nel  medesimo  posto  si  è  impiantata  la  lesione 
che  si  osserva  attualmente.  Non  sa  dire,  nè  la  madre  fece  attenzione, 
se  si  verificarono  accessi  febbrili,  dolori,  malessere,  decadimento  delle 
forze  e  quegli  altri  sintomi  che  dal  caso  d'infezione  sperimentale  di 
bottone  orientale  di  Marzinowky  e  da  quello  bene  accertato  di  Manson 
sappiaino  che  possono  precedere  il  manifestarsi  della  lesione  cutanea 
durante  il  periodo  di  incubazione.  Attualmente  il  bambino,  che  si 
presenta  bene  sviluppato,  è  in  ottime  condizioni  di  nutrizione:  le 
mucose  sono  rosee,  l'appetito  è  conservato,  l'umore  è  normale.  Sulle 
guance  si  notano  due  ulcerazioni  rotondeggianti  coperte  di  croste 
giallo-rosastre  (vedi  figura  1).  Quella  di  destra,  larga  circa  quattro 
centimetri,  si  estende  in  alto  verso  il  naso  senza  però  raggiungerlo. 
Quella  di  sinistra,  manifestatasi  circa  cinque  mesi  dopo  la  prima, 
molto  più  piccola,  supera  di  poco  le  dimensioni  di  un  centesimo. 
Entrambe  sono  costituite  da  un  fondo  infiltrato,  scoperto  di  epitelio, 
sul  quale  si  distinguono  alquanti  noduletti  ulcerati.  I  gangli  linfatici 
viciniori  non  sono  ingorgati  ;  non  vi  sono  fatti  di  linfangioite. 

II.  —  Abissino  di  circa  16  anni,  in  buone  condizioni  generali. 
Racconta  che  circa  un  anno  fa,  stando  in  Asmara  (2350  metri  di 
altitudine,  clima  prevalentemente  asciutto,  assenza  di  corsi  d'acqua 
continui),  ebbe  un  foruncolo  nella  regione  della  glabella  e  che  dopo 
qualche  settimana  dalla  guarigione  di  esso,  senza  sintomi  generali,  si 
iniziò  l'attuale  lesione  costituita  da  un'ulcerazione  rotondeggiante 
grande  circa  quanto  un  soldo,  superficiale,  sul  fondo  della  quale  si 
distinguono  piccoli  noduli  ulcerati;  la  lesione  è  ricoperta  di  incro- 
stazioni giallastre. 

III.  —  Abissino  di  circa  6  anni,  in  buone  condizioni  di  nutri- 
zione. Circa  quattro  mesi  fa  mentre  era  a  Saganeiti  (2200  metri  di 
altitudine,  assenza  di  bassure  pantanose  e  di  acque  correnti)  cadde 
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producendosi  una  piccola  ferita  in  corrispondenza  della  bozza  fron- 
tale destra  che  non  è  più  guarita  ;  non  vi  è  sitata  concomitan/a  di 
fenomeni  generali.  Attualmente  essa  ha  le  dimensioni  di  un  cente- 
simo e  prosenta  grosse  granulazioni  estuberanti  ricoperte  di  croste 
giallo- rossastre. 

Dalle  ulcerazioni  presentate  da  questi  inferrai  si  raccolse  il  ma- 
teriale che  stava  sotto  le  croste  e  quello  proveniente  da  lieve  raschia- 


Fig  1. 


meiito,  e  si  allestirono  preparati  per  strisciamento  fissati  all'alcool 
metilico  e  colorati  mediante  il  liquido  di  Giemsa  in  soluzione  molto 
allungata  (una  goccia  per  ogni  3-4  cmc.  d'acqua  distillata).  All'esame 
microscopico  nei  preparati  provenienti  da  tutti  e  tre  i  casi  si  nota- 
rono corpicciuoli  speciali  •  (v.  tavola)  spesso  liberi,  alcune  volte 
contenuti  entro  macrofagi  ;  di  forma  comunemente  rotondeggiante  od 
ovalare,  ed  in  alcuni  casi  nettamente  piriforme  (n.  14  della  tavola);  di 
dimensioni  variabili,  quelli  rotondeggianti  con  diametro  che  può  andare 
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dai  3  ai  7  quelli  ovalari  o  piriformi  con  diametri  2,  5-4  X  6-7  y  . 
Essi  si  mostrano  costituiti  di  un  corpo  protoplasaiatico  che  si  colora  deli- 
catamente in  bleu,  e  di  due  massoline  che  assumono  il  colore  della 
cromatina,  ben  separate  l'una  dall'altra  ;  di  queste  una  è  piccolina  e 
si  presenta  sotto  due  aspetti,  o  di  bastoncino  lungo  circa  un  micron 
(v.  nn.  1,  2,  3,  4,  5,  6,  8,  10,  13,  14)  che  si  colora  intensamente  con 
tonalità  forte  rosso-violacea,  o  di  corpìcciuolo  rotondeggiante  con 
diametro  ora  un  po'  superiore,  ora  un  po'  inferiore  al  micron  (vedi 
nn.  7,  11,  12)  che  si  colora  meno  intensamente  con  tonalità  rosea  ; 
una  più  grande  di  forma  irregolarmente  rotondeggiante  che  può  ar- 
rivare ad  avere  il  volume  di  ^-^3  di  tutto  il  corpuscolo  (v.  n.  12) 
e  che  si  colora  in  roseo  leggermente  violaceo.  Questi  corpi  presen- 
tano fatti  di  riproduzione  per  divisione  diretta  rappresentati  prima 
dallo  sdoppiamento  delle  due  masse  cromatiche  i  cui  prodotti  pos- 
sono disporsi  assialmente  (v.  n.  8);  qualche  volta  precede  la  scissione 
della  piccola  massa  cromatica  (v.  n.  13)  ;  e  in  seguito  dalla  biparti- 
zione del  corpo  protoplasmatico  (il  fenomeno  è  iniziato  nel  n.  10). 

Dal  complesso  dei  caratteri  risulta  chiaramente  che  i  corpi  de- 
scritti sono  delle  Leishmanie,  dei  corpi  di  Wright.  Quindi  la  lesione 
cutanea  di  cui  ci  siamo  occupati  sopra,  e  che  qui  va  comunemente 
sotto  il  nome  di  ghisuà,  deve  essere  identificata  col  bottone  orientale. 

* 

*  * 

Tutti  e  tre  i  casi  esposti  si  sono  iniziati  al  posto  di  una  pregressa 
lesione  della  pelle  (scalfittura,  foruncolo,  ferita)  e  ciò,  data  l'abbon- 
danza di  mosche  che  è  in  questi  paesi,  e  la  costumanza  degli  Abissini 
di  non  scacciarle  neanche  quando  sono  in  siti  specialmente  sensibili 
come  l'angolo  dell'occhio,  piaghe,  ecc.,  fa  pensare  agli  studi  di  Car- 
damatis  e  Mélissidis  (5)  in  base  ai  quali  questi  AA.,  dopo  avere  di- 
mostrato sperimentalmente  che  le  Leishmanie  possono  vivere  nell'in- 
testino delle  mosche  e  s  vilupparvisi  come  nell'uomo,  credono  che 
«  le  mosche  domestiche  probabilmente  costituiscono  un  veicolo  d'in-- 
fezione  da  uomo  a  uomo  mediante  le  evacuazioni  di  mosche  infette 
allorché  queste  evacuazioni  vengono  a  contatto  con  una  lesione  qua- 
lunque dell'epidermide  ». 

* 

*  * 

Vi  sono  motivi  per  credere  che  in  questi  paesi  non  sia  rappre- 
sentata solo  la  Leishmania  tropica,  ma  che  vi  si  trovi  anche  la 
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Leishmania  donovani:  che  si  verifichino,  cioè,  anche  casi  di  kala-azar 
oltre  che  casi  di  bottone  orientale. 

Le  osservazioni  fatte  sul  kala-azar  nel  Sudan  Anglo-egiziano  da 
S.  L.  Cummins  (6),  fra  casi  sospetti  e  casi  accertati  dimostrano  l'esi- 
stenza di  focolai  di  endemia  che  l'A.  localizza  molto  nettamente  in 
una  cartina  dimostrativa  a  Mafaza,  Gallabat,  Sofi,  Tomat,  Umbrega 
e  Cassala  ;  in  una  larga  zona  cioè  confinante  coi  paesi  abissini,  com- 
presa la  nostra  Eritrea. 

Bousfield  (7)  seguitando  nelle  ricerche  sul  kala-azar  nella  provincia 
di  Cassala  è  portato  a  porre  la  questione  della  possibilità  della  in- 
troduzione di  questa  malattia  dall'Abissinia;  e  nota  che  dei  suoi  otto 
casi  accertati  tre  erano  abissini,  e  dei  tredici  sospetti  tre  si  svolsero 
in  individui  di  questa  razza.  Cifre  significative,  secondo  l'A.,  quando 
si  consideri  che  gli  Abissini  nella  regione  sono  relativamente  in  pic- 
colo numero. 

È  da  notare  che  dei  tre  abissini  a  diagnosi  di  kala-azar  accer- 
tata, due,  secondo  l'inchiesta  fatta  dal  Bousfield,  si  sarebbero  am- 
malati proprio  in  villaggi  eritrei  (Addayagi-Azzein). 

In  uno  studio  ulteriore  Bousfield  (8)  stabilisce  definitivamente 
che  la  regione  ad  endemia  è  quella  del  Nilo  bleu  e  doU'Atbara  col 
distretto  di  Cassala  ;  e  circa  l'origine  della  malattia  l'inchiesta  minuta 
da  lui  fatta  fa  pensare  all'Abissinia. 

Sulla  fine  del  1909  nell'ospedale  Arimondi  di  Agordat  ho  potuto 
esaminare  insieme  col  distinto  dottor  Longo,  allora  tenente  e  diret- 
tore di  quel  luogo  di  cura,  un  ragazzo  di  circa  dieci  anni.  Beni  Amer, 
ricoverato  per  un  enorme  tumore  di  milza  che  a  tutta  prima  poteva 
far  pensare  a  fatti  di  malaria;  l'insieme  dei  caratteri  clinici,  però, 
richiamava  strettamente  il  quadro  del  kala-azar;  malauguratamente 
non  si  potè  sfruttare  l'ausilio  dell'esame  del  succo  splenico  ottenuto 
mediante  puntura.  Pure  in  me  è  rimasta  la  persuasione  che  quello 
fosse  un  caso  di  kala-azar;  e  che  ricercando  altri  se  ne  dovrebbero 
trovare,  confortato  dagli  studi  fatti  nel  territorio  Anglo-egiziano  e 
sopra  ricordati. 

Queste  osservazioni  sono  per  noi  del  piiì  alto  interesse.  Esse  giu- 
stificherebbero un'inchiesta  che  fosse  condotta  con  criteri  scientifici 
per  accertare  l'ubicazione  dei  focolai  di  endemia  che  certamente  deb- 
bono esistere,  data  la  estrema  somiglianza  dell'ambiente  climatico  e 
tellurico  e  gli  stretti  rapporti  delle  popolazioni  fra  la  provincia  di 
Cassala  e  quelle  nostre  di  Agordat  e  Barentù  ;  quale  importanza  ab- 
biano ed  in  quanto  siano  da  adottare  speciali  misure  in  vista  della 
possibilità  che  prossimamente  quelle  bellissime  regioni  diventino  centro 
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della  coltivazione  intensiva  del  cotone,  come  promettenti  esperienze 
ora  fatte  su  larga  scala  lasciano  sperare. 

L'inchiesta  poi  dovrebbe  essere  estesa  a  tatta  la  zona  media  ed 
all'altipiano.  L'altipiano  specialmente  presenta  il  massimo  interesse 
perchè  ha  popolazione  più  fitta  ;  e  non  solo  per  riguardo  alle  Leishma- 
niosi,  ma  per  la  conoscenza  di  tutta  la  patologia  locale  intorno  alla 
quale  poco  sappiamo.  Ciò  perchè  l'assistenza  per  gli  indigeni  attual- 
mente si  pratica  quasi  solamente  negli  ambulatori  e  sfuggono  perciò 
tutte  le  infermità  che  impongono  il  ricovero,  fatta  eccezione  per  i 
militari  indigeni  che  però  sono  costituiti  da  elementi  somaticamente 
scelti  e  che  fanno  vita  agiata  sia  rispetto  all'abitazione  ed  al  ve- 
stiario sia  riguardo  all'alimentazione;  e  perchè  i  dati  che  l'osserva- 
zione clinica  può  dare  restano  slegati  ed  ignorati  da  un  luogo  di 
cura  all'altro,  per  la  mancanza  di  quella  coordinazione  e  di  quella 
integrazione  che  potrebbero  essere  apportate  da  un  Laboratorio  cen- 
trale per  studi  ed  indagini  scientifiche. 

Conclusioni. 

1'"^  In  Abissinia,  Eritrea  compresa,  è  endemico  il  bottone  orientale, 
2^  Per  parecchie  ragioni  deve  ritenersi  che  in  Abissinia  esista 
anche  il  kala-azar,  specie  nelle  provincie  eritree  di  Barentù  ed 
Agordat,  confinanti  con  quella  di  Cassala,  dove  questa  infezione  è 
endemica. 

Asmara,  aprile  1912. 

) 
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Spiegazione  della  tavola. 

Parassiti  del  gliisnà-Leisìimania  tropica  : 

n.  1  -  8,10  -  14  forme  libere  ; 

n.  9  forme  contenute  in  un  grosso  mononucleato. 
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Un'affezione  xnicotica  con  localizzazione  nella 
mucosa  della  bocca,  osservata  in  Brasile,  de- 
terminata da  fungili  appartenenti  alla  trihù 
deffli  Exoascei  {Zymonema  hrasiliense  n.  sp.) 

per  il  dott.  A.  SPLENDORE,  libero  docente  di  batteriologia 

Direttore  del  Laboratorio  batteriologico 
dell'  Ospedale  San  Joaguim  in  San  Paolo  (Brasile). 

Verso  la  fine  del  1904,  un'interessante  osserva/ione  veniva  fatta 
da  Lutz  (1),  nell'Istituto  batteriologico  dello  Stato  di  San  Paolo, 
sopra  un  individuo  portatore  di  lesioni  che  presentavano  la  loro  lo- 
calizzazione nella  cavità  della  bocca.  Il  paziente,  impiegato  presso 
]a  ferrovia,  aveva  l'età  di  40  anni.  Nessun  antecedente  di  sifilide  o 
di  tubercolosi.  Le  lesioni  datavano  da  5  o  6  mesi  e  consistevano  in 
una  neoformazione  della  grandezza  di  un  pezzo  da  due  franchi,  si- 
tuata nella  linea  mediana  fra  la  base  della  lingua  e  l'arcata  dentaria. 
Nella  neoformazione  notavasi  una  parte  centrale  dura  ed  appiattita 
e  una  zona  periferica  vegetante  e  papillomatosa.  Riscontravasi  ade- 
nite  submascellare  nel  lato  sinistro.  Nessuna  lesione  apparente  al- 
l'esame degli  organi  interni.  L'esame  microscopico,  fatto  sopra  tagli 
di  un  frammento  ricavato  dalla  lesione  della  bocca,  mostrava  iper- 
trofia delle  papille,  ispessimento  dello  strato  epiteliale,  con  presenza 
nello  stesso  di  piccoli  focolai  d'infiltrazione  leucocitaria  e  corpuscoli 
parassitari  in  forma  di  pseudo-coccidi.  L'esame  della  glandola  linfa- 
tica sottomascellare  verificava  una  struttura  di  tipo  tubercolare,  con 
presenza  di  numerosi  pseudo-coccidi,  sia  liberi  che  inclusi  dentro 
cellule  giganti.  L'ammalato  fu  sottomesso  ad  una  cura  di  joduro  di 
potassa;  ma  ad  una  seconda  osservazione,  fatta  dopo  vari  mesi  dalla 
prima,  mostrò  propagazione  delle  vegetazioni  papillomatose  alla  mu- 
cosa delle  guance  e  delle  gengive,  nonché  nuove  infiltrazioni  superfi- 
ciali o  ispessimenti  diffusi  dalla  punta  della  lingua  e  al  lato  interno 


(1)  A.  Lutz.  Uina  mijcose  pseudo-coccidica  localigada  iia  bocca.  Brazil  Me- 
dico, 1908. 
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del  labbro  inferiore,  come  pure  ingorgo  delle  glandole  linfatiche  sotto- 
mascellari dei  lato  destro.  Dal  materiale  ottenuto  da  una  glandola 
linfatica  si  ebbe  cultura  di  un  fungo,  i  di  cui  caratteri  ricordavano, 
fìrio  ad  un  certo  punto,  quelli  delVoidium  lactis.  L'inoculazione  di 
tale  cultura  diede  risultato  positivo  in  una  cavia,  che,  dopo  circa  sei 
mesi,  offrì  molte  glandole  linfatiche  ipertrofìzzate,  contenenti  il  fungo 
in  forma  di  pseudo-coccidi. 

A  poca  distanza  dal  precedente,  apparve  un  secondo  caso,  prove- 
nienti dalla  stessa  località,  con  lesioni  più  o  meno  somiglianti.  Era 
un  uomo  di  30  anni  d'età,  telegrafista.  La  malattia  si  era  iniziata  da 
circa  4  anni  in  forma  di  piccola  callosità  alla  commessura  labiale  si- 
nistra. L'ammalato  presentava  un'infiltrazione  diffusa  alle  labbra  ed 
al  palato.  L'ugola  era  molto  allungata  e  coperta  da  vet^etazioni  poco 
elevate.  Dopo  qualche  mese  il  paziente  si  ripresentava  di  nuovo,  ac- 
cusando molta  difficoltà  nell'atto  d'inghiottire;  si  era  molto  indebo- 
lito e  dimagrito;  aveva  la  voce  velata,  quasi  estinta,  ed  era  afflitto 
da  profusa  salivazione.  A  nulla  valsero  lunghe  e  generose  cure  di 
joduro  adoperate.  L'ammalato  venne  a  morte  dopo  vari  mesi  di 
atroci  sofferenze.  L'autopsia  parzialmente  permessa  verificò  la  propa- 
gazione delle  ulcerazioni  papillomatose  fino  alla  trachea.  L'esame 
microscopico  delle  lesioni  constatò  un  reperto  istologico  e  parassitario 
identico  a  quello  del  caso  precedente,  ma  non  si  ottenne  dalle  cul- 
ture sviluppo  di  alcun  organismo  più  o  meno  rassomigliante  a  quello 
delle  lesioni. 

Il  Lutz  diagnosticò  l'affezione  come  di  natura  micotica  e  identificò 
i  casi  con  quello  di  Posadas  e  Weriicke,  descritto,  come  è  noto,  in 
letteratura  sotto  il  titolo  di  psorospermiasi  infettante  (1). 

Senonchè,  dopo  qualche  tempo,  nuovi  ammalati  portatori  di  le- 
sioni consimili  a.  quelle  di  sopra  menzionate  venivano  da  me  incon- 
trati nella  stessa  città  di  San  Paolo,  e  le  ricerche  fatte  in  proposito, 
mentre  da  un  lato  permettevano  di  estendere  le  conoscenze  sul  pro- 
cesso morboso  relativo,  arrivavano,  d'altra  parte,  a  dimostrare  che 
tale  identificazione  non  era  esatta,  constatando  una  indubitabile  dif- 
ferenza tra  il  suo  fungillo  patogeno  e  quello  dell'affezione  dei  sopra- 
citati osservatori  argentini 

Trattasi  di  una  malattia  micotica  speciale  dominante  in  Brasile, 
la  quale  può  essere  classificata  fra  le  così  dette  blastomicosi  genera- 
lizzate descritte  principalmente  nell'America  del  Nord,   ma,  per  la 


(1)  Wernicke.  Jour.  de  mierog.,  1891  ;  Posadas.  Psorosperniiosis  in- 
fcctante  generalisada.  Tesis,  Buenos-Ayres,  1904. 
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localizzazione  specifica  delle  sue  lesioni  nella  cavità  della  bocca,  non 
trova,  fino  ad  ora,  riscontro  nella  patologia  di  altri  paesi. 

Avendo  già  dato,  delle  mie  principali  osservazioni  in  proposito, 
sommarie  notizie  in  diversi  lavori  (1),  credo  conveniente  di  raccogliere 
nella  presente  Memoria  fatti  e  documenti  più  o  meno  dettagliati, 
corredati  da  tavole  illustrative,  con  fotografie  riferibili  all'afi^ezione 
riscontrata  sull'uomo,  all'istologia  patologica  delle  lesioni  e  ai  micror- 
ganismi patogeni  relativi. 

Caso  I.  —  Giugno  1907.  .A. . .  G. ..,  tirolese,  55  anni  di  età,  resi- 
dente in  Brasile  da  circa  30  anni;  professione:  impresario  nella  strada 
di  ferro  nord-est  di  San  Paolo.  Nessun  antecedente  di  malattie  ere- 
ditarie. Mai  sifilide.  Il  paziente  non  ha  mai  fatto  abuso  di  alcool. 
Forte  fumatore  fino  a  pochi  mesi  addietro.  Da  giovane  nessuna  ma- 
lattia degna  di  nota.  Narra  che,  due  anni  fa,  un  giorno  si  accorse 
di  essere  affetto  da  un  piccolo  nodulo  sulla  guancia  destra,  e  ne 
attribuì  la  causa  a  qualche  piccolo  taglio  del  rasoio  eventualmente 
subito  nel  radersi  la  barba.  Detto  nodulo  andò  sempre  crescendo,  fino 
ad  arrivare  la  dimensione  di  una  noce  avellana.  L'ammalato  cercò 
di  curarlo  con  applicazione  locale  di  tintura  di  jodo,  ma  ciò  fu  per- 
fettamente inutile.  La  lesione  venne  ben  presto  ad  ulcerazione  e,  in 
seguito,  andò  a  poco  a  poco  coprendosi  di  una  crosta  dura  e  secca, 
la  quale  si  riformava  di  bel  nuovo  tutte  le  volte  che  veniva  distac- 
cata, emanando  un  odore  sui  generis  nauseante. 

Circa  due  mesi  dopo  tale  comparsa,  il  paziente  cominciò  ad  av- 
vertire nella  bocca  una  sensazione  di  cattivo  gusto.  In  seguito  a  quattro 
0  cinque  mesi,  dietro  un  colpo  ricevuto,  soffrì  una  infiammazione  ad 
un  testicolo.'  Questa  presentava  andamento  torpido  e  mostravasi  ri- 
belle alle  medicazioni;  perciò  da  un  chirurgo,  a  cui  fu  mostrata,  fu 
diagnosticata  come  di  natura  tubercolare.  Il  testicolo  venne  ampu- 
tato e,  nella  ste'-sa  occasione,  fu  asportata  anche  la  lesione  facciale. 
Dopo  ciò  l'ammalato  s'illudeva  di  essere  perfettamente  guarito  ;  ma 
non  passò  molto  tempo  che  fu  assalito  da  una  specie  di  dispnea  in 
forma  di  accessi  asmatici  e  venne  colto  da  emottisi,  ricomparendo, 
nello  stesso  tempo,  il  tale  gusto  sgradevole  nella  bocca.  Di  lì  a  poco 
tempo  si  presentò  anche  una  certa  difficoltà  nell'atto  di  inghiottire, 
e  questa  era  accompagnata  da  leggeri  doloretti  in  corrispondenza 
delle  regioni  laterali  del  collo.  Qualche  mese  piiì  tardi,  poi,  una  pic- 
cola infiltrazione  si  manifestò  sulla  regione  dorsale  del  primo  dito 
del  piede  destro,  la  quale  lesione  presentava  una  punta  nerastra  e 
determinava  un  senso  di  prurito.  L'ammalato,  supponendo  che  si 
trattasse  della  penetrazione  di  una  pulce  {p.  penetrans),  secondo  un 
«ostume  popolare,  si  provò  ad  aprire  la  lesione  per  espellere,  a  mezzo 


(1)  A.  Splendore.  Sobre  uni  novo  caso  de  blastomycose  generaìisada.  Rev. 
da  Soc.  Scient.  de  S.  Paulo,  1909. 

Id.  Blastumicosi  americane.  Boll.  d.  Soc.  Ital.  di  Medie,  e  d'Ig.,  Col.  1910  ; 
Brazil  Medico,  1910. 

Id.  Bnha-Blastomicosi^Leismaiiiosì.  Policlinico,  S.  C,  1911;  Ardi.  f.  Scli.- 
u.  Trop.  Hyg.  1911.  Imprensa  Medica,  1911. 

Id.  Zijmonematosi  con  localiszasione  nella  cavità  della  bocca,  osservata  in 
Brasile.  Bull,  de  la  Soc.  de  Path.,  Séance  du  8  mai  1912. 
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di  una  spilletta,  il  malefico  insetto  ;  ma,  dalla  piccola  operazione, 
risultò  una  ferita  che  mai  più  venne  a  cicatrizzazione,  malgrado 
svariate  applicazioni  di  rimedi  sulla  stessa  applicati.  Fu  adoperata 
la  pomata  mercuriale,  la  tintura  di  jodo,  nonché  lavaggi  di  vari  altri 
disinfettanti.  La  ferita  aurlò  mano  allargandosi  e  coprendosi  di  vege- 
tazioni, segregando  una  sierosità  speciale,  la  quale  coagulavasi  sulle 
stesse  in  forma  di  crosta  persistente.  Anche  questa  riproducevasi  di 
bel  nuovo  tutte  le  volte  che  veniva  distaccata.  Crede  il  paziente  che 
detta  lesione  sia  identica  a  quelle  molto  comuni  nella  località  da  lui 
abitata,  dove  vengono  denominate  con  l'appellativo  di  ferite  secche, 
le  quali  sono  dal  popolo  attribuite  a  morsicature  d'insetti. 

Finalmente  egli  aggiunge  che,  in  questi  ultimi  due  o  tre  mesi,  ha 
cominciato  anche  ad  avvertire  un  certo  fastidio  nella  bocca,  notando 
sulla  base  della  lingua  l'impressione  di  una  ferita  che  fosse  stata 
prodotta  dai  denti,  Le  sue  forze  vanno,  intanto,  giornalmente  dimi- 
nuendo, e  non  raramente  egli  viene  afflitto  da  colpi  di  tosse,  alcune 
volte  accompagnati  da  sputo  sanguigno,  venendo  anche  assalito,  di 
tanto  in  tanto,  da  leggeri  attacchi  febbrili  serotini,  che  prendono 
l'inizio  a  caldo  e  cadono  nella  mattinata  in  seguito  a  profuso  sudore. 
Queste  alterazioni  febbrili  si  ripetono  per  periodi  di  quattro  o  cinque 
giorni  e  poi  lasciano  l'ammalato  per  ritornare  di  bel  nuovo  in  epoche 
irregolari. 

Stato  presente.  —  Uomo  di  sviluppo  scheletrico  regolare,  costitu- 
zione un  poco  fiacca.  Presenta  una  cicatrice  sul  lato  destro  della 
faccia  ed  un'altra  nello  scroto,  notandosi  in  quest'ultimo  la  man- 
canza del  testicolo  destro.  Notasi  nella  regione  dorsale  dell'alluce 
destro  una  lesione  ulcerosa  circostante  all'impianto  ungueale;  questa 
è  di  forma  irregolare,  dimensione  di  un  paio  di  cmq.;  aspetto  verru- 
cosa, e  mostrasi  coperta  da  croste  brunastre  che  si  lasciano  tirare 
con  qualche  difficoltà.  Al  di  sotto  di  queste  croste  si  rinvengono 
grosse  granulazioni  di  colorito  pallido,  superficie  asciutta,  di  varia 
dimensione,  fino  a  quella  di  un  piccolo  cece.  Non  si  riscontrano  altre 
alterazioni  sulla  pelle. 

L'esame  fisico  degli  organi  interni  rivela  un'espirazione  aspra  e 
prolungata  in  corrispondenza  del  polmone  sinistro,  nonché  catarro 
bronchiale  generalizzato  su  tutto  il  sistema  respiratorio. 

Nessuna  alterazione  nel  cuore  e  negli  altri  organi  interni. 

Nella  cavità  della  bocca  notasi  un'alterazione  sulla  lingua  in  forma 
di  neoformazione  callosa,  della  grandezza  di  una  piccola  noce  avel- 
lona,  poco  sporgente  dal  livello  della  superficie  della  mucosa  normale, 
localizzata  al  margine  destro  della  base  della  lingua.  Tale  neoforma- 
zione è  sormontata  da  piccolissime  vegetazioni  appena  appariscenti 
sulla  superficie,  dandole  linfatiche  si  palpano  nella  lesione  giugulare 
sinistra,  ciascuna  della  grandezza  di  un  fagiuolo  di  consistenza  dura, 
elastica;  superficie  liscia. 

Procedesi,  nell'occasione  della  visita,  ad  un  esame  microscopico 
del  muco  bronchiale  e  di  alcuni  frammentini  escissi  dalle  lesioni  della 
lingua  e  del  piede  sopra  descritte.  Le  ricerche  del  bacillo  di  Koch 
dànno  risultato  negativo:  ma  l'esame  a  fresco,  fatto  con  l'ausilio  di 
una  soluzione  di  soda  10  %,  mette  in  evidenza,  nel  materiale  della 
bocca  e  del  piede,  alcuni  corpicciuoli  di  forma  rotonda  a  doppio 
contorno  e  contenuto  granulare,  ricordando  talora  la  forma  di  pseudo- 
coccidi,  ma  mostrando,  non  di  rado,  una  gemmazione  periferica  a 
modo  di  torule,  avente  ciascun  elemento  dimensione  varia,  con  dia- 


metro  da  5  a  20  e  più  y-.  In  vista  di  tale  reperto,  non  resta  dubbio 
che  il  caso  sia  identico  a  quello  del  Lutz,  e  si  consiglia  all'ammalato 
una  energica  cura  jodica,  accompagnata  da  tonici  amari  per  via  in- 
terna, prescrivendo  lavaggi  antisettici  per  le  lesioni  esterne  ed  una 
applicazione  locale  di  tintura  di  jodo  mescolata  ad  ittiolo  glicerinato. 
Dopo  un  mese  circa  da  tale  prescriz'one,  il  paziente  si  ripresenta  per 
una  seconda  visita.  Lo  stato  generale  mostrasi  più  o  meno  invariato; 
sulla  lingua  si  incontrano  nuovi  e  piccoli  focolai  d'infiltrazione  cal- 
losa lungo  il  margine  sinistro.  Si  riprescrive  la  cura  jodica  a  dosi 
più  generose  per  via  ipodermica  ed  una  cura  arsenicale  per  via  in- 
terna, collutori  di  acqua  ossigenata  nella  bocca,  applicazione  di  po- 
mata salicilica  al  piede. 

Mancano  ulteiiori  osservazioni  personali,  ma  notizie  ricevute  dopo 
qualche  mese,  da  un  ami(!o,  informarono  che  l'ammalato  era  tuttavia 
sofferente  e  sempre  più  indebolito. 

Istologia  patologica.  —  Materiale  fissato  in  formalina  10  %;  se- 
zioni sia  con  metodo  di  congela/ione,  sia  con  quello  di  inclusione  in 
paraffina.  Colorazioni  con  ematossilina  di  Ehrlich,  bleu  di  metilene, 
tionina,  policromo  di  Unna,  metodi  di  Zihel,  Curtis,  Gram,  van  Gieson, 
Sauf  elice. 

Neoformazione  linguale  (tagli  verticali)  (v.  tav.  IV,  fig.  1):  epitelio 
molto  ispessito  con  gettoni  spesso  anastomizzati  tra  loro,  immersi  più 
0  meno  profondamente  nella  tunica  propria.  In  questa  notasi  una 
densa  infiltrazione  di  piccoli  linfociti  sparsi  in  mezzo  a  numerose  fibre 
connettivali,  le  quali  si  stendono  abbastanza  in  alto  fra  le  insenature 
delle  suddette  masse  epiteliali,  il  di  cui  limite  peraltro  è  sempre  cir- 
coscritto da  uno  strato  basale  di  cellule  cilindriche  ben  conservate. 
Queste  sono  sempre  adagiate  sulla  membrana  limitante.  Alcuni  leu- 
cociti mononucleari  si  vedono  anche  infiltrati  nell'interstizio  cellulare 
dell'epitelio,  arrivando  fino  agli  strati  superiori,  aggruppandosi,  in 
qualche  punto,  in  grande  numero,  in  forma  di  microascessi  intraepi- 
teliali,  entro  cui  si  rinvengono  anche,  ma  in  numero  minore,  dei  po- 
linucleàti,  e  varie  cellule  plasmatiche.  Nella  tunica  propria  si  rinven- 
gono, inoltre,  numerose  cellule  epitelioidi,  alcune  delle  quali,  rare, 
sono  fornite  di  dieci  o  venti  nuclei  variamente  aggruppati,  costi- 
tuendo delle  piccole  cellule  giganti  che  presentano  una  forma  irrego- 
golare  più  o  meno  rotondoide,  con  diametro  appena  da  30  a  40  .  Detta 
infiltrazione  si  estende  anche  negli  strati  profondi  fino  alle  fibre  mu- 
scolari. Nell'epitelio  poi  non  è  molto  raro  di  poter  incontrare  aggrup- 
pamenti cellulari  fatti  in  modo  da  ricordare  le  perle  epiteliali  del 
cancroide,  e  in  mezzo  ad  essi  vedonsi,  anche  spesso,  penetrati  nume- 
rosi leucociti,  rimanendo  perciò,  talvolta,  le  cellule  relative  più  o 
meno  fra  loro  disgregate.  Fra  questi  elementi  patologici,  le  colora- 
zioni specifiche  non  mettono  in  evidenza  alcun  bacillo  particolare, 
ma  mostrano  qua  e  là  corpuscoli  parassitari  di  forma  rotonda,  della 
grandezza  da  3  a  25  o  più  y.  di  diametro.  Questi  corpuscoli  sono  forniti 
di  doppio  contorno  e  contenuto  granuloso,  in  mezzo  a  cui  si  possono 
osservare  numerosi  vacuoli.  Si  lasciano  colorire  benissimo  sia  dall'ema- 
tossilina,  sia  dal  carminio  e  sia  dai  colori  basici  di  anilina,  e  si  pre- 
sentano tanto  solitari  quanto  aggruppati  in  numero  di  4  o  5  elementi, 
mostrandosi  non  di  rado  gemmati  alla  periferia,  avendo  sede  tanto 
libera,  in  mezzo  ai  tessuti,  quanto  intracellulare,  specialmente  nel 
protoplasma  delle  cellule  giganti  avanti  ricordate.  Alcuni  di  tali  cor- 
picciuoli  parassitari,  specialmente  quelli  di  volume  maggiore,  presen- 
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tano  talvolta  una  certa  irregolarità  sulla  periferia  della  membrana 
esterna,  mentre  altri  si  presentano  deformati  con  depressione  ad  uno 
dei  poli. 

Vegetazione  del  piede  (tagli  verticali):  strato  corneo  ispessito  in 
parte  disgregato,  coperto  da  detriti  cellulari,  a  cui  sono  mescolati 
globuli  rossi,  leucociti  e  vari  batteri. 

Strato  lucido  assente. 

Strato  granuloso  formato  da  numerosi  piani  cellulari. 
Strato  mucoso  molto  spesso. 
Colonna  basale  ben  conservata. 

Molti  e  prolungati  gettoni  epiteliali,  fatti  principalmente  a  spese 
dello  strato  mucoso,  fra  loro  anastomizzati,  circoscrivendo  degli  spazi 
pieni  di  leucociti.  Focolai  leucocitari  notansi  in  certi  punti  in  forma 
di  microascessi  intraepitelialT,  con  rare  cellule  giganti  simili  a  quelle 
notate  nella  lesione  della  lingua.  Tali  elementi  di  infiltrazione  si  ve- 
dono in  qualche  punto  penetrati  in  grande  numero  nell'interstizio 
cellulare  di  alcune  masse  epiteliali,  che  presentano  la  forma  delle 
gemme  del  cancroide. 

Nella  regione  dermatica  si  osserva  un'iperplasia  connettivale,  par- 
ticolarmente ricca  nello  strato  papillare.  Le  papille  si  mostrano  pro- 
lungate ed  insinuate  nell'epitelio.  Fra  le  maglie  del  connettivo  notasi 
la  presenza  di  numerosi  leucociti  polinucleari,  a  cui  sono  mescolati 
linfociti,  cellule  plasmatiche,  cellule  epiteliioidi  e  rare  cellule  giganti 
irregolarmente  distribuite.  In  mezzo  a  tali  elementi  d'infiammazione, 
tanto  nel  derma  che  nell'epidermide,  s'incontrano  qua  e  là  dei  cor- 
puscoli parassitari  intra  o  extra  cellulari,  i  cui  caratteri  morfologici 
sono  completamente  identici  a  quelli  notati  nella  neoformazione  lin- 
guale. 

Colture  ed  esperimmii  di  inoculazioni  in  animali.  —  Frammenti 
di  materiale  appena  tirato  dalla  neoformazione  linguale  o  dall'ulce- 
razione del  dito  del  piede  furono  emulsionati  in  brodo  ordinario  glu- 
cosato  al  2  %  e  adoperati  per  esperimenti  di  coltura  sopra  substrati 
nutritizi,  o  inoculati  nell'organismo  di  alcuni  animali,  ma  non  si  ot- 
tenne alcuna  riproduzione  dei  corpuscoli  parassitari  sopra  descritti. 
Le  colture  fatte  sopra  vari  tubi  di  agar  glicerinato  o  glucusato  non 
diedero  che  scarse  colonie  di  banali  schizomiceti.  Le  inoculazioni  in 
animali  riuscirono  completamente  negative.  Questi  furono  inoculati 
sotto  cute  e  sono:  quattro  cavie,  due  conigli  e  due  gattini. 

L'esito  di  tali  esperimenti,  mentre  da  un  lato  non  è  ragione  suf- 
ficiente per  disconoscere  una  diagnosi  di  micosi,  da  un  altro  rappre- 
senta, senza  dubbio,  una  nuova  prova  contro  un  possibile  sospetto 
di  tubercolosi,  ove  non  fosse  bastevole  il  risultato  negativo  delle 
numerose  ricerche  microscopiche  relative  al  bacillo  di  Koch.  Ciò  fa 
anche  credere  che  le  lesioni  del  testicolo  invece  che  di  natura  tuber- 
colare fossero  identiche  a  quelle  della  lingua  e  del  piede.  È  invece 
molto  chiara  la  somiglianza  istologica  di  queste  con  le  cosidette  bla- 
stomicosi  studiate  principalmente  dagli  americani  e  l'ulcerazione  del 
piede,  poi,  ricorda  perfettamente  il  tipo  della  blastomicosi  dermatica 
del  Gilchrist.  Nessuna  meraviglia,  intanto,  deve  cagionare  il  risultato 
negativo  delle  colture  sopra  substrati  artificiali  e  delle  inoculazioni 
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del  materiale  patologico  nell'organismo  di  animali  di  esperimento, 
mentre  è  un  fatto  già  risaputo  da  tutti  quelli  che  si  sono  occupati 
di  micosi  che,  tanto  le  une,  quanto  le  altre,  possono  fallire,  senza 
che  fino  ad  ora  ne  siano  conosciute  le  vere  ragioni,  le  quali,  del 
resto,  in  parte  potrebbero  essere  spiegate  da  particolari  condizioni 
dei  parassiti  nell'organismo  dal  paziente.  Conviene,  peraltro,  fare  una 
riserva  rispetto  alla  lesione  facciale  accusata  dall'ammalato,  perchè, 
se  è  vero  che  i  caratteri  della  stessa  erano  identici  a  quelli  delle  tali 
ferite  secche  da  lui  menzionate,  potrebbe  darsi  che  non  avesse  rela- 
zione alcuna  con  l'affezione  micotica  in  discussione.  Quelle,  difatti, 
sono  state  indubbiamente  identificate  col  bottone  d'Aleppo.  È  pos- 
sibile che  le  due  affezioni  per  caso  abbiano  attaccato  l'infermo  quasi 
contemporaneamente,  mentre  non  è  difficile  che  l'infezione  micotica 
abbia  in  maniera  indipendente  iniziata  la  sua  comparsa  direttamente 
nella  cavità  della  bocca,  come  fu  nei  casi  di  Lutz  ai  quali  mi  sono 
riferito,  e  in  altri  casi  che  saranno  qui  appresso  riportati. 

Caso  II.  —  Agosto  1907.  vS. . .  R. . .,  italiano,  6i  anni  di  età,  di-^ 
morante  al  Brasile  da  circa  30  anni,  professione  pirotecnico. 

Nessun  antecedente  di  malattie  ereditarie.  Fumatore.  Da  giovane 
soffrì  la  blenorragia  ed  un  ascesso  periprostatico.  Si  presenta  per 
cliiedere  un  parere  a  rispetto  di  un'affezione  localizzata  sulle  labbra. 
Dice  che  la  stessa  data  da  pochi  mesi,  e  principiò  in  forma  di  piccola 
ulcerazione  localizzata  sulla  regione  interna  dell'angolo  labiale  destro 
superiore,  la  quale,  quando  veniva  toccata  con  la  lingua,  risvegliava 
un  senso  di  dolore  puntorio.  L'ammalato,  per  curarsi  della  stessa, 
fece  uso  di  un  coUuttorio  di  cui  ignora  la  natura,  il  quale  gli  era 
stato  offerto  da  un  suo  amico;  ma  di  lì  ad  un  paio  di  giorni,  mentre 
la  ferita  sembrava  in  via  di  cicatrizzazione,  sulla  stessa  cominciò  ad 
apparire  un'enfiagione,  che  ben  presto  si  andò  estendendo  a  tutto  il 
labbro  ed  è  ancora  persistente.  Dice,  inoltre,  che  tale  gonfiore  non 
gli  ha  mai  arrecato  disturbo  alcuno;  ma  oramai,  se  per  caso  venga 
introdotto  nella  bocca  alcuna  sostanza  piccante,  la  regione  ammalata 
brucia  come  il  fuoco.  L'infermo  comincia  a  dubitare  che  si  tratti  di 
un'affezione  maligna  e  perciò  domanda  una  cura  opportuna. 

Stato  presente.  —  Individuo  di  forte  e  robusta  costituzione.  Non 
presenta  all'esame  fisico  alcuna  alterazione  nell'organismo,  salvo  quelle 
che  andiamo  a  descrivere. 

Notasi  una  mancanza  di  peli  sulla  regione  destra  dei  baffi,  in  cor- 
rispondenza della  quale  mostransi  alcune  vegetazioni  in  forma  di 
cinque  piccoli  nodoletti  poco  distanti  fra  loro,  ciascuno  della  gran- 
dezza di  un  piccolo  cece  di  consistenza  duro-elastica  e  colorito  bru- 
nastro,  tutti  impiantati  sulla  pelle  e  coperti  da  una  leggera  abrasione 
dell'epidermide.  Un  edema  notevolmente  pronunziato  sopra  tutta  la 
mucosa  del  labro  superiore  e  nello  spessore  dello  stesso.  La  palpa- 
zione verifica  la  presenza  di  tre  chiazze  d'infiltrazione  dura  callosa, 
delle  quali  la  pili  notevole,  situata  verso  l'angolo  labiale  destro,  si 
estende  fino  alla  regione  interna  della  mucosa,  mostrandosi  in  questo 
punto  sormontata  da  una  piccola  cicatrice. 
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Nessun'altra  alterazione  nel  resto  della  cavità  della  bocca. 

L'ammalato  non  si  lascia  esoidere  alcun  frammento  dalle  lesioni; 
ma,  per  un  esame  microscopico,  consente  che,  a  mezzo  di  una  penna 
da  vaccinazione,  venga  fatto  un  piccolo  raschiamento  superficiale  in 
corrispondenza  della  suddetta  cicatrice.  La  piccola  operazione  viene 
eseguita  dopo  un  accurato  lavaggio  della  regione,  fatto  prima  con 
acqua  ossigenata  e  poi  con  soluzione  fisiologica  di  cloruro  di  sodio. 

Esame  microscopico.  —  Il  materiale  di  raschiamento  viene  diviso 
per  esperimenti  di  coltura  e  per  ricerche  microscopiche  dirette.  Queste, 
fatte  coi  metodi  di  Ziehl  o  di  Giemsa,  non  rivelano  presenza  nè  del 
bacillo  di  Koch,  nè  del  treponema  pallidum  di  Schaudinn.  Un  esame 
diretto  a  fresco  mette  m  evidenza  la  presenza  di  rari  corpicciuoli 
parassitari  rotondi  o  rotondoidi  a  doppio  contorno  e  contenuto  gra- 
nulare, i  cui  caratteri  morfologici  sono  completamente  rassomiglianti 
a  quelli  dei  casi  sopra  ricordati.  Unitamente,  a  tali  forme,  altre  se 
ne  incontrano  ancora  piiì  rare,  alquanto  allungate  e  quasi  rettangolari, 
ricordanti  alcuni  elementi  che  si  sogliono  presentare  negli  oidi.  Tali 
corpuscoli  meglio  e  più  chiaramente  vengono  messi  in  evidenza  con 
l'ausilio  di  una  soluzione  di  toluidina  in  siero  artificiale,  col  quale 
mezzo  si  viene  a  constatare  che  alcuni  di  essi  hanno  sede  intracel- 
lulare. 

Si  consiglia  al  paziente  una  cura  jodica  e  lo  si  invita  a  ritornare 
per  ulteriori  osservazioni  ;  ma  egli  più  non  si  fa  vedere  e  non  si  hanno 
di  lui  ulteriori  notizie. 

Colture.  —  L'innesto  venne  fatto  sopra  vari  tubi  di  agar  glice- 
rinato  o  glucosato,  ma  essi  rimasero  tutti  sterili,  meno  uno  di  questi 
ultimi,  in  cui  presero  sviluppo  due  sole  coloniette  i  di  cui  elementi 
ben  ricordavano  quelli  dell'esame  diretto  or  ora  menzionato.  La  loro 
riproduzione  in  nuovi  trapianti  riuscì  abbondante  e  rigogliosa  sopra 
i  più  svariati  terreni  ordinari  e  le  colonie  si  presentavano  dapprima 
rotonde,  lisce,  splendenti  e  poco  sollevate,  per  ricoprirsi  poi,  in  seguito, 
specialmente  nei  terreni  glicerinati  o  glucosati,  di  una  superficie  vel- 
lutata, assumendo  l'aspetto  che  fu  paragonato  alla  pelle  di  topolino 
bianco.  I  loro  elementi  erano  formati  di  corpicciuoli  sia  gemmati 
al  modo  di  blastomiceti,  sia  più  o  meno  germoglianti,  o  allungati 
a  modo  di  oidi  o  di  endomiceti. 

Inoculazioni  in  animali.  —  Furono  inoculati  sotto  cute  o  nelle 
mucose  della  bocca,  in  varie  occasioni,  diversi  animali:  una  scimia 
(M.  Estrella);  tre  gatti;  un  cane;  tre  cavie;  tre  conigli,  il  materiale 
adoperato  era  la  patina  di  colture  agar  glucosato  o  glicerinato,  di 
uno  o  due  mesi  d'età,  emulsionata  in  brodo  glucosato  o  glicerinato. 
Quantità  dell'emulsione  adoperata  0.5-1  cmc:  risultato  negativo. 

Per  quanto  fosse  desiderabile  un  esame  istologico  delle  lesioni,  che, 
infelicemente,  non  fu  consentito,  pure  non  si  può  disconoscere  la 
identità  del  caso  con  gli  altri  precedenti,  sia  in  riguardo  alle  lesioni 
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anatomiche,  e  sia  in  considerazione  del  reperto  parassitario  speciale 
riscontrato  nel  materiale  di  raschiamento.  La  forma  caratteristica  dei 
corpuscoli  a  doppio  contorno  e  la  loro  sede  intracellulare  non  po- 
trebbe essere  ritenuta  nè  casuale,  nè  appartenente  ad  altri  processi 
morbosi. 

I  caratteri  colturali  del  germe,  d'altra  parte,  assolutamente  indentici 
a  quelli  del  microrganismo  del  caso  di  Lutz,  col  quale  vennero  mi- 
nuziosamente comparati,  mettono  la  questione  fuori  discussione. 

Caso  III. — Febbraio  1998.  G.  . .  F...,  portoghese,  51  anni  d'età, 
dimorante  in  Brasile  da  32  anni,  impiegato  alla  stazione  ferroviaria 
della  città.  Antecedenti  ereditari  negativi.  Non  ha  mai  contratto 
sifilide;  non  ha  mai  abusato  di  alcool.  Fumatore  fino  al  principio 
della  presente  malattia.  All'età  di  30  anni  fu  attaccato  di  febbre 
gialla.  L'affezione  presente  cominciò  circa  8  mesi  or  sono,  con  un 
dolore  localizzato  alla  mascella  in  corrispondenza  dell'ultimo  dente 
superiore  ;  era  un  dolore  acuto,  incessante,  che  solo  si  mitigava  con 
lavaggi  d'acqua  fredda.  In  seguito,  un'alterazione  si  andò  determi- 
nando sulla  mucosa  gengivale  stessa,  la  quale  poco  a  poco  diventò 
di  aspetto  nerastro.  Poi  apparve,  su]  palato,  un  arrossamento  in 
forma  di  scottatura  con  delle  macchiette  bianche  sparse  sulla  super- 
ficie. Tali  alterazioni  si  andarono  sempre  più  estendendo,  fino  ad 
occupare  l'intera  arcata  palatina.  A  consiglio  di  un  medico,  l'am- 
malato adoperò  collutori  di  jodo,  nonché  di  acido  lattico  e,  con  l'uso 
degli  stessi,  le  suddette  placche  si  ripuhvano,  ma  nel  secondo  giorno, 
riapparivano  di  bel  nuovo.  Due  o  tre  mesi  dopo  cominciò  ad  av- 
vertire un  gonfiore  sulla  lingua  ed  una  certa  difficoltà  nell'atto  dello 
inghiottire,  accompagnata  da  incessante  salivazione.  Aggiunge  che  vi 
sono  momenti  in  cui  la  bocca  arde  come  pepe  ;  ma  qualche  giorno 
tali  disturbi  scompariscono  e  tutto  sembra  diventato  normale.  Intanto, 
le  forze  si  sono  andate  giornalmente  indebolendo  e  l'infermo  del  suo 
malore  mostrasi  molto  preoccupato. 

Stato  presente.  —  LTomo  di  sviluppo  scheletrico  e  nutrizione  fiacca, 
con  pannicolo  adiposo  molto  scarso  Non  presenta,  all'esame  obbiettivo, 
alterazioni  sulla  pelle.  L'esame  fisico  degli  organi  interni  rileva,  alla 
ascoltazione,  un'asprezza  respiratoria  sulla  regione  dell'apice  del  pol- 
mone destro.  Nessuna  alterazione  apprezzabile  negli  altri  organi.  Con 
la  palpazione,  si  incontrano  varie  glandole  linfatiche  nelle  regioni 
mascellari  dei  due  lati,  specialmente  su  quello  di  destra;  una  glandola 
linfatica  nella  regione  sopraclavioolare  dello  stesso  lato,  e  varie  altre 
nelle  regioni  inguinali  :  tutte  sono  ciascuna  della  grandezza  più  o 
meno,  di  un  fagiuolo  e  presentano  superficie  liscia,  consistenza  duro- 
elastica.  Il  paziente  presenta  incessante  salivazione  e  voce  alquanto 
affievolita,  come  velata. 

L'ispezione  della  cavità  della  bocca  verifica  la  presenza  di  una 
infinità  di  vegetazioni  papillomatose  sparse  sopra  la  mucosa  del  palato, 
deìle  guancie  e  delle  gengive,  maggiormente  numerose  in  corrispon- 
denza del  lato  destro,  dove,  in  alcuni  punti,  sono  accumulate  in 
grandissimo  numero  Esse  hanno  l'aspetto  di  condilomi  acuminati, 
colorito  roseo  pallido,  e  sono  ordinariamente  aggruppate,  raramente 
isolate,  mostrando  ciascuna  un'altezza  di  due  o  tre  mm.  Tali  masse 
vegetanti  sono  coperte  in  vari  punti  da  un'essudazione  biancastra  di 
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aspetto  cereo.  Notasi,  sul  margine  destro  della  base  linguale,  una 
intìltrazione  dura  callosa  appena  sporgente,  della  grandezza  di  un 
grosso  cece,  ed  altre  simili  infiltrazioni  minori  lungo  il  margine  del 
lato  sinistro.  Procedesi  ad  un  esame  microscopico  della  secrezione 
tirata  dalla  superficie  dell'arcata  palatina,  ma  le  ricerche  appropriate 
non  rivelano  presenza  di  bacilli  di  Koch,  nè  di  spirocheti.  L'indagine 
fatta  a  fresco  con  la  semplice  aggiunta  di  una  goccia  di  soluzione 
fisiologica  di  cloruro  sodico,  mette  in  evidenza  una  grande  quantità 
di  microrganismi,  principalmente  di  forma  bacillare,  a  cui  sono  me- 
scolati alcuni  infusori  in  attivissimo  movimento,  aventi  l'apparenza 
di  tricomonas.  In  mezzo  a  questi  germi,  moltissimi  corpicciuoli  somi- 
glianti a  blastomiceti  isolati,  o  gemmati,  o  legati  in  catena.  Lavasi 
accuratamente  la  bocca  a  mezzo  d'acqua  ossigenata  e  si  escidono 
alcuni  frammenti  delle  vegetazioni  dalla  mucosa  della  guancia  destra 
ed  una  parte  del  materiale  raccolto,  rilavato  nuovamente  e  ripetute 
volte  con  siero  fisiologico  sterile,  viene  esaminato  per  dilacerazione 
sia  direttamente,  sia  eoo  l'aggiunta  di  una  soluzione  di  idrato  so- 
dico 20  %:  le  ricerche  non  rilevano  che  presenza  dei  predetti  cor- 
picciuoli  blastomicetici  sia  intra  che  extra  cellulari.  Confermando 
tale  reperto  la  diagnosi  di  micosi,  che  già  si  era  sospettata  all'esame 
clinico,  si  invita  l'infermo  a  rimanere  nell'Ospedale  Portoghese  per 
essere  sottoposto  ad  una  cura  conveniente;  ma  l'ammalato  rifiuta 
tale  invito,  accettando  però  di  ritornare  ambulatoriamente  al  mio 
laboratorio  per  la  cura  e  l'osservazione  necessaria  al  caso. 

Si  fanno  prescrizioni  di  lavaggi  antisettici  per  la  bocca  principal- 
mente d'acqua  ossigenata  e  si  inizia  una  cura  di  iniezioni  jodate 
sottocutanee,  consigliando  anche  altri  rimedi,  come  arsenico  per  via 
interna. 

Noto  qui  appresso  alcune  osservazioni  fatte  in  prosieguo. 

21  febbraio:  l'ammalato  dice  che  durante  la  giornata  di  ieri  sentì 
molto  bruciore  nella  bocca  e  dolori  trafittivi  sulla  lingua,  notando 
un'enfiagione  sul  labbro  superiore.  Oggi  sente  un  senso  di  secchezza 
e  di  bruciore  alla  gola. 

L'esame  fisico  rivela  la  comparsa  di  una  nuova  infiltrazione  nella 
regione  interna  del  labbro  stesso,  che  è  invaso  da  un  edema  generale. 

27  febbraio  :  asportasi  la  glandola  sopraclavicolare  da  servire  per 
le  ricerche  istologiche  e  microbiologiche. 

L'esame  microscopico  della  polpa  rispettiva  rivela,  a  fresco,  la 
presenza  di  corpicciuoli  blastomicetici  in  grandissimo  numero,  identici 
a  quelli  ritrovati  nel  materiale  della  bocca.  Con  la  stessa  si  fanno 
innesti  sopra  vari  terreni  nutritizi  e  inoculazioni  in  animali. 

5  marzo:  si  procede  ad  un  esame  dell'orina,  il  di  cui  risultato  è 
il  seguente:  reazione  acida;  densità  1030;  assenza  di  albumina,  di 
zucchero  e  di  bile.  Diazoreazione  di  Ehrlich  positiva.  Notasi  nel  se- 
dimento centrifugato  qualche  rarissima  cellula  renale  contenente  grande 
numero  di  corpicciuoli  parassitari  legati  in  catena,  simili  a  quelli 
riscontrati  nella  bocca  e  nella  glandola  linfatica. 

8  marzo:  tiransi  dalla  vena  del  braccio  sinistro  alcuni  cmc.  di 
sangue,  col  quale  si  fanno  esperimenti  di  coltura  e  ricerche  micro- 
scopiche dirette;  ma  non  si  rinviene  alcun  parassita,  nè  tampoco 
alcun  elemento  patologico.  La  numerazione  dei  corpuscoli  accusa 
globuli  rossi  circa  4,500,000,  leucociti  15,214  per  mmc. 

17  marzo  :  l'ammalato  si  lamenta  di  aumentata  difficoltà  nello 
inghiottire.  Presenta  l'ugula  alquanto  ingrossata,  d'aspetto  pallido, 
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cosparsa  da  piccoli  noduli  d'infiltrazione.  Nuove  granulazioni  papillo- 
matose  alla  faringe  e  piccole  papale  sulla  mucosa  di  tutto  il  labbro 
superiore.  Le  glandolo  linfatiche  sottomascellari  sembrano  aumentate 
di  volume  e  di  consistenza,  specialmente  quelle  del  lato  sinistro. 

Si  propone  all'ammalato  l'amputazione  dell'ugola,  ma  egli  si  rifiuta 
a  qualunque  piccolo  atto  chirurgico. 

26  marzo:  il  paziente  mostrasi  sempre  più  abbattuto  e  presenta 
edema  generalizzato  a  tutte  e  due  le  labbra,  nonché  comparsa  di 
nuovi  focolai  d'infiltrazione  sugli  stessi. 

Dopo  tale  epoca  l'ammalato  cessa  di  apparire  al  laboratorio  e  non 
manda  sue  notizie  fino  al  principio  di  giugno,  epoca  in  cui  sono 
invitato  per  fargli  una  visita  al  di  lui  domicilio.  Quando  rivedo  l'am- 
malato lo  trovo  disteso  sopra  un  lettuccio,  consunto  da  un'estrema 
cachesssia  e  ridotto,  si  può  dire,  ad  ossa  e  pelle.  Nessuna  alterazione 
sulla  pelle  di  tutto  il  corpo,  ma  l'affezione  sembra  notevolmente 
progredita  nella  cavità  della  bocca.  Bave  incessanti  scorrono  dalle 
labbra.  La  voce  dell'infermo  è  quasi  completamente  estinta  ed  egli 
per  farsi  comprendere  in  qualche  cosa  ha  bisogno  di  aiutarsi  con  dei 
gesti.  La  di  lui  famiglia  informa  che,  essendosi  in  questi  ultimi  giorni 
resa  molto  difficile  la  deglutizione  ed  ostinata  più  che  mai  la  sah- 
vazione,  l'ammalato  ha  rifiutato  ogni  medicamento  e  si  è  nutrito 
molto  poco  e  male. 

Si  fanno  nuove  insistenze  per  il  ricovero  dell'ammalato  nell'ospedale, 
ma  senza  alcun  risultato. 

Pochi  giorni  dopo,  un  completo  esaurimento  chiuse  il  quadro  della 
terribile  affezione. 

Non  venne  permessa  l'autopsia  sia  pure  parziale. 

Istologia  patologica.  —  Materiale  fissato  in  formol  10  %,  sezionato 
e  colorito  come  nell'altro  caso. 

Vegetazioni  della  bocca  (sezioni  verticali).  (V.  tav.  IV,  fig.  1-2). 

Epitelio  ispessito,  con  una  zona  superiore  formata  da  vari  piani 
di  cellule  appiattite  in  forma  di  lamelle  più  o  meno  cheratinizzate, 
qua  e  là  in  parte  distaccate,  tutte  notevolmente  disgregate  da  nu- 
merosi leucociti  penetrati  nei  loro  interstizi.  Questi  elementi  d'infil- 
trazione sono  in  taluni  punti  agglomerati  in  grande  numero.  Negli 
strati  inferiori,  unitamente  ad  infiltrazione  leucocitaria,  notansi  nu- 
merose cellule  endotelioidi  e  varie  cellule  giganti  di  tipo  tubercolare, 
talora  racchiuse  in  piccole  cavità  a  forma  di  microascessi  intraepi- 
teliali.  Ma  l'infiltrazione  è  particolarmente  intensa  al  livello  della 
tunica  propria,  il  di  cui  limite  netto  trovasi  in  qualche  punto  indi- 
stinguibile. I  leucociti  sono  prevalentemente  polinucleati  negli  strati 
superiori,  piccoli  e  mononucleati  negli  strati  profondi.  I  microascessi 
harmo  un  diametro  da  30  a  200  [x  e  sono,  in  certi  punti,  aggruppati 
in  vario  numero,  giungendo  in  qualche  sito  a  fondere  le  loro  pareti 
fino  a  determinare  delle  ulcerazioni  più  o  meno  estese  alla  superficie 
dell'epitelio.  Le  cellule  giganti  sono  di  forma  irregolare  ed  hanno 
dimensione  di  20  a  30  [l,  protoplasma  granuloso  ed  un  numero  di 
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10-15  nuclei  talvolta  perifericamente  disposti.  La  tunica  propria  è  sede 
di  notevole  iperplasia  connettivale,  le  di  cui  maglie  circoscrivono 
spesso  dei  focolai  di  aspetto  tubercolare,  entro  cui,  in  mezzo  a  fasci 
di  cellule  e  di  fibre  connettivali  concentricamente  disposte,  si  osser- 
vano numerosi  linfociti  mescolati  a  cellule  endoteliali  e  cellule  gi- 
ganti. Queste  ultime  sono  talora  in  grande  numero,  potendo  di  esse 
contarsene  fino  a  sette  od  otto  per  ogni  focolaio.  Hanno  dimensione 
varia  da  20  o  30  fino  a  100  [j.  o  poco  più,  e  sono  fornite  di  prolun- 
gamenti protoplasmatici  e  numerosissimi  nuclei,  dei  quali  si  possono 
contare  fino  ad  oltre  un  centinaio.  Questi  focolai  di  aspetto  tuberco- 
lare sono  di  forma  più  o  meno  rotonda,  hanno  un  diametro  da  100 
a  200  [j.  e  sono  specialmente  localizzati  nella  zona  immediatamente 
sottostante  all'epitelio,  mentre  l'infiltrazione  si  estende  anche  nella 
regione  della  sottomucosa  fino  al  livello  delle  glandolo,  che,  non  di 
rado,  si  vedono  anche  esse  involte  dal  processo  d'infiammazione. 

La  struttura  generale  di  dette  lesioni  è  abbastanza  rassomigliante  ad 
alcune  produzioni  del  bacillo  di  Koch,  senonchè,  in  loro  vece,  l'indagine 
microbiologica  verifica  la  presenza  di  numerosissimi  corpuscoli  gemmati 
rassomiglianti  a  blastomiceti,  sia  liberi  che  intracellulari,  contenuti 
principalmente  nel  protoplasma  delle  cellule  endotelioidi  e  delle  cel- 
lule giganti  sopra  descritte.  Tali  parassiti  hanno  forma  rotondoide 
od  ovalare,  mostrandosi  spesso  aggruppati  o  legati  in  catena  di  4  o  5 
elementi.  Presentano  spesso  un  doppio  contorno  e  contenuto  granu- 
loso con  uno  o  più  vacuoli;  hanno  diametro  da  2  a  6  f/.  e  sono  tin- 
gibili con  tutti  i  colori  nucleari.  Essi  sono  spesso  accumulati  in 
grande  numero,  potendo  contarsene,  in  una  cellula  gigante,  fino  a 
parecchie  diecine. 

Glandola  linfatica  sopraclavìcolare.  (V.  tav.  V,  fig.  3). 

Le  sezioni  della  glandola  linfatica  mostrano,  all'esame  microsco- 
pico, una  completa  trasformazione  del  parenchima  glandolare.  La 
capsula  è  notevolmente  ispessita  da  numerosi  piani  di  connettivo 
lasso.  Le  trabecole  e  la  rete  connettivale  sono  copiosamente  prolife- 
rate. Non  è  più  possibile  distinguere  follicoli  e  seni,  essendo  quasi 
completamente  scomparsa  la  loro  configurazione.  Notansi,  peraltro, 
ancora  vari  focolai  di  linfociti  distribuiti  nelle  maglie  di  una  ricca 
rete  di  connettivo.  Il  parenchima  glandolare,  nel  resto,  è  stato  so- 
stituito da  numerosi  noduli  di  aspetto  tubercolare,  ciascuno  costituito 
da  un  grande  numero  di  piani  di  fibre  connettivali  strette  e  serrate 
fra  loro,  concentricamente  disposte  alla  periferia  di  un  ricco  reticolo, 
nelle  di  cui  maglie  hanno  sede  moltissimi  elementi  infiammatori,  fra 
i  quali  sono  prevalenti  moltissime  cellule  endoteliali  più  o  meno  al- 
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lungate  e  di  aspetto  talvolta  fusiforme.  Fra  esse  si  incontrano  scarsi 
linfociti  e  varie  cellule  giganti,  delle  quali  possono  contarsi  fino  ad  8 
o  10  per  ogni  nodulo.  Queste  hanno  un  volume  da  50  a  150  [j,,  o 
poco  più,  e  mostransi  ciascuna  fornita  di  ricchi  prolungamenti  pro- 
toplasmatici saldati  con  le  fibre  connettivali,  e  numerosi  nuclei,  fino 
ad  oltre  un  centinaio.  I  nuclei  si  presentano  spesso  disposti  a  corona 
verso  la  periferia  del  protoplasma,  ma  qualche  volta  si  ritrovano 
accumulati  ad  uno  dei  poli  o  sparpagliati  nel  protoplasma,  il  quale, 
ordinariamente  granuloso,  è  talvolta  scarso  e  poco  colorabile.  Nel 
mezzo  di  questo,  molto  frequentemente,  si  rinvengono  numerosi  cor- 
picciuoli  parassitari  rassomiglianti  a  blastomiceti,  mostrando  aspetto, 
forma  e  disposizione  identica  a  quelli  notati  nel  materiale  della  bocca 
sopra  descritti. 

Tali  nodali  hanno  un  diametro  di  100  a  200  [j.,  e  ai  incontrano 
spesso  riuniti  in  gruppi  circondati  anch'essi,  a  loro  volta,  da  fasci 
connettivali,  risultando  l'intera  superficie  glandolare  divisa  in  zone 
formate  da  gruppi  maggiori  contenenti  gruppi  minori  di  focolai  pseudo- 
tubercolari. 

Colture.  —  Materiale:  secrezione  raccolta  dalla  buperficie  del  palato; 
frammenti  di  vegetazioni  previamente  ripetutamente  lavati  in  acqua 
sterile;  linfa  tirata  dalla  glandola  sopraclavicolare;  sangue  tirato  da 
una  vena  brachiale ,  sedimento  di  orina  centrifugata  direttamente 
tirata  dalla  vescica.  Substrati  nutritizi:  vari  tubi  di  agar  glicerinato 
al  5  %  o  glucosati  al  2  %,  alcuni  di  reazione  lievemente  alcalina, 
altri  debolmente  modificati  con  acido  tartarico.  Temperatura  :  am- 
biente del  laboratorio;  stufa  37  C. 

I  tubi  innestati  col  sangue  o  con  l'orina  rimasero  completamente 
sterili;  quelli  con  la  linfa  diedero  sviluppo  a  varie  colonie  in  coltura 
pura  di  un  microrganismo  avente  la  forma  di  blastomiceti  rassomi- 
ghanti  a  corpuscoli  rinvenuti  nei  tessuti  delle  lesioni;  gli  altri  col 
materiale  della  bocca,  unitamente  a  colonie  degli  stessi,  presentarono 
alcuni  piccoli  bacilli,  specialmente  abbondanti  nei  tubi  innestati  con 
la  secrezione  anzidetta  e  in  numero  maggiore  nei  terreni  a  reazione 
alcaUna.  Le  prime  coloniette  di  tali  blastomiceti  apparirono  verso  il 
terzo  giorno  dall'innesto,  alla  temperatura  ambiente  ;  dopo  una  set- 
timana circa,  e  in'  numero  minore,  nella  stufa  37°  C.  Il  fungillo,  tra- 
piantato in  nuovi  substrati,  presentò  sempre  gli  identici  caratteri, 
qualunque  fosse  la  sua  provenienza.  Era  formato  da  elementi  di 
forma  ovalare  con  dimensione  di  lunghezza  da  2  a  7  od  8  y-;  pre- 
sentava fasi  di  gemmazione  ad  uno  dei  poli  ed  era,  spesso,  legato  in 
catene  di  vari  elementi,  ciascuno  dei  quali  aveva  l'aspetto  ialino, 
28 
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superficie  liscia,  contenuto  vacuolato,  con  uno  o  due  granuli  centrali 
molto  rifrangenti. 

Il  suo  comportamento  colturale  fu  il  seguente  :  ottimo  di  sviluppo 
alla  temperatura  di  30°-35°C.,  in  condizione  a,erobica,  in  terreno  di 
reazione  neutra  e  leggermente  acida.  Preferenza  per  i  substrati  zuc- 
cherati. Nessun  intorpidamento  nei  mezzi  liquidi. 

In  brodo  comune  :  scarso  deposito  polverulento,  biancastro,  a 
partire  dal  3°  o  4°  giorno;  nessun  velo  alla  superficie. 

Brodo  glicerinato  al  5  %  :  deposito  polverulento  abbondante  fin 
dal  2°  giorno. 

Brodo  glucosato  o  maltosato  al  2  %  :  deposito  simigliante,  discre- 
tamente abbondante,  e  sviluppo  di  gas  fin  dalle  prime  24  ore  ;  for- 
mazione di  velo  alla  superficie  a  partire  dal  4°  e  5°  giorno. 

Agar-agar  comune,  in  superficie  a  becco  di  flauto:  piccole  coloniette 
staccate  a  partire  dal  4°  o  5°  giorno,  con  ulteriore  sviluppo  molto 
stentato. 

Agar-agar  glicerinato  al  5  %,  o  meglio  ancora  glucosato  al  2.5% 
(V.  tav.  VI,  fig.  4-5  6)  :  fin  dal  primo  giorno  numerose  coloniette 
puntiformi,  assumendo  in  seguito  dimensioni  maggiori,  fino  a  quella 
di  una  capocchia  di  spillo,  verso  la  fine  di  una  settimana.  Tali  co- 
lonie sono  rotonde,  appena  sollevate,  cupoliformi,  a  superficie  dap- 
prima liscia,  di  colorito  bianco  sporco,  aspetto  umido,  piiì  tardi  al- 
quanto raggrinzato  e  di  aspetto  ceroso.  Tale  evoluzione  rendesi  an- 
cora più  manifesta  e  rigogliosa  nel  terreno  glucosato  o  glicerinato 
fatto  con  infuso  di  pappa  di  patate  secondo  il  metodo  di  Casa- 
grande. 

Le  colture  fatte  nell'agar  glucosato,  per  strisciamento,  dopo  24  ore 
cominciano  già  a  presentare  una  piccola  patina  umida,  la  quale  nei 
giorni  successivi  prende  maggiore  sviluppo  ed  un  aspetto  alquanto 
cereo,  dapprima  a  margini  lisci,  poi  irregolarmente  lobati. 

Per  infissione  producono,  lungo  il  fittone,  un  cordoncino  con  bot- 
toni laterali,  abbondanti  specialmente  nella  regione  superiore,  svilup- 
pandosi, alla  superficie  libera,  una  patina  di  aspetto  e  colorito  cereo, 
con  margini  mammellonati. 

Sopra  fette  di  barbabietole  o  di  banane,  o  di  patate,  queste  ul- 
time specialmente  se  glucosate,  il  microrganismo  prende  uno  sviluppo 
molto  rigoglioso  fin  dalle  prime  24  ore  in  forma  di  patina  umida,  di 
aspetto  liscio  e  colorito  bianco  sporco,  ma  non  produce  formazione 
di  pigmento.  Con  l'invecchiarsi,  le  coloniette  diventano  bianche,  di 
aspetto  secco,  a  margini  alquanto  raggiati. 

Le  colture  fatte  nel  latte  non  producono  nè  acidità,  nè  coagula- 
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zione  alcuna,  al  pari  che  nella  gelatina,  anche  dopo  vari  mesi,  non 
determinnno  liquefazione. 

L'esame  microscopico  rivela,  a  piccolo  ingrandimento,  che  le  co- 
loniette,  nel  primo  periodo  di  sviluppo,  presentano  una  forma  ro- 
tonda con  superficie  cupoliforme,  bordi  regolari  e  lisci,  contenuto 
granuloso;  invece,  più  tardi,  mostrano  i  bordi  ramoso-raggiati  ed 
anche  il  contenuto  trasformato  a  modo  di  cespuglio.  Di  accordo  con 
tali  differenze,  a  forte  ingrandimento,  si  verifica  che,  nella  prima  fase 
colturale,  gli  elementi  relativi  sono  costituiti  da  corpicciuoli  ovoidi 
od  ellittici,  in  fase  di  gemmazione,  rassomiglianti  a  blastomiceti  ; 
mentre,  in  periodo  avanzato,  quelli  sono  mescolati  a  forme  germo- 
glianti, nonché  a  lunghi  filamenti  ramificati,  sembrando,  allora,  le 
colonie  risultanti  di  un  accumulo  di  blastomiceti  e  di  ifomiceti  uniti 
insieme.  Le  forme  blastomicetiche  sono  le  stesse  sopra  descritte  ;  le 
filamentose  possono  essere  molto  lunghe  e  sono  formate  da  articoli 
settati,  ciascuno  della  lunghezza  di  10-30  y-  (più  o  meno),  larghezza 
di  uno  e  mezzo  a  3  y-  o  poco  più,  mantenendosi  il  calibro  del  fila- 
mento, ordinariamente,  eguale  in  tutta  la  sua  lunghezza.  I  filamenti 
presentano  un  contenuto  formato  da  numerosi  vacuoli  e  grossi  granuli 
rifrangenti,  mostrando  anche,  non  di  rado,  dei  corpicciuoli  ovalari  o 
piriformi  attaccati  alle  pareti  esterne,  anche  talvolta  gemmati,  a  si- 
miglianza  degli  elementi  blastomicetici  liberi,  di  cui  si  è  fatto  parola. 

Esperimenti  di  inoculazioni  in  animali: 

A)  Materiale  proveniente  dalle  vegetazioni  della  bocca.  Animali  : 
ima  scimmia  (M.  Estrella),  due  cavie,  un  gatto  :  scarificazione  sulla 
lingua  e  su  varie  regioni  delle  gengive;  inoculazione  sottocutanea 
(emulsione  in  brodo  glicerinato).Risultato  negativo. 

B)  Materiale  della  glandola  linfatica  sopraclavicolare  (emulsione 
in  brodo  glucosato). 

Cavia  n.  3  :  inoculazione  intraperitoneale.  Morte  dopo  50  giorni. 
Animale  in  grande  cachessia  ;  nessuna  lesione  macroscopica  negli 
organi  interni.  Varie  piccole  glandolo  linfatiche  in  diverse  regioni  del 
corpo.  Abbondanti  colture  dal  sangue  e  dalle  glandolo  linfatiche  : 
microrganismo  identico  a  quello  isolato  dalle  lesioni  dell'uomo. 

Cavia  n.  4:  idem  idem.  Morte  dopo  58  giorni.  Animale  in  estrema 
cachessia.  Liquido  endoperitoneale  citrino,  piuttosto  abbondante. 
Molte  glandole  linfatiche  mesenteriali.  Abbondanti  colture  del  mi- 
crorganismo, come  sopra.  L'esame  microscopico  verificò,  in  ambo  i 
casi,  presenza  di  rare  cellule  giganti,  con  inclusione  dei  soliti  corpic- 
ciuoli parassitari  in  grande  numero. 
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C)  Materiale  di  coltura. 

Cavia  n.  5  :  coltura  di  un  mese  in  brodo  glucosio,  proveniente 
dalle  vegetazioni  della  bocca.  Inoculazione  sottocutanea  alla  gamba 
destra,  cmc.  0.50.  Risultato  negativo. 

Cavia  n.  6  :  idem  idem  :  inoculazione  sottocutanea  in  una  regione 
inguinale.  Morte  dopo  41  giorni.  Numeroiie  glandolo  linfatiche  nelle 
varie  regioni  del  corpo,  specialmente  nel  mesenterio.  Una  glandola 
linfatica,  della  grandezza  di  un  fagiuolo,  nella  regione  inoculata, 
quasi  completamente  caseificata.  Numerosi  elementi  fungoidi  nel  ma- 
teriale rispettivo,  molti  dei  quali  in  germogliazione  ;  alcuni  filamenti 
allungati  in  forma  di  ifì,  con  corpicciuoli  solitari  laterali,  simili  a 
quelli  del  materiale  inoculato.  Numerosissime  colonie  del  microrga- 
nismo in  vari  tubi  di  coltura. 

Cavia  n.  7  :  coltura  in  brodo  glicerina  di  28  giorni,  proveniente 
dal  materiale  della  glandola  linfatica  dell'uomo.  Inoculazione  intra- 
peritoneale  di  cmc.  0.50,  tirato  dal  sedimento.  Risultato:  morte  in 
13  giorni.  Tumoretto  con  degenerazione  caseosa  nella  regione  inocu- 
lata. Rare  e  piccole  glandole  linfatiche  in  varie  regioni  dell'organismo 
e  pseudo  tubercoli  sulla  regione  posteriore  della  milza,  con  presenza 
di  numerosissimi  parassiti  intra  o  extra  cellulari.  Copiose  colture. 

Coniglio  n.  1  :  inoculazione  di  alcune  gocce  della  coltura  prece- 
dente in  varie  regioni  della  lingua  e  delle  gengive.  Morte  dopo  circa 
due  mesi.  Animale  in  estrema  cachessia.  Nessuna  alterazione  degli 
organi  interni,  meno  piccole  chiazze  grigiastre  sul  fegato,  dove,  per 
altro,  l'esame  microscopico  non  rivela  che  presenza  di  uova  di  el- 
minti rassomiglianti  a  quelle  di  tricocefalo.  Colture  dal  sangue  del 
cuore  ;  esito  negativo. 

Coniglio  n.  2  :  coltura  in  agar  glucosio  di  circa  2  mesi,  proveniente 
dalla  glandola  linfatica  dell'uomo.  Emulsione  patina  in  brodo  glu- 
cosio. Inoculazione  di  cmc.  0.50  nel  peritoneo.  Morte  dopo  5  giorni. 
Pseudo  tubercolosi  micotica  su  tutto  il  peritoneo  ;  abbondanti  tu- 
bercoli sul  mesenterio,  come  pure  sulla  superficie  della  milza  e,  un 
poco  meno,  su  quella  del  fegato.  Piccole  glandole  linfatiche  inguinaU. 
Focolai  necrotici  pseudo-purulenti  nelle  pareti  muscolari  attraversate 
dall'inoculazione.  Tubercoli  e  glandole  linfatiche,  allo  stato  di  caseifica- 
zione, si  mostrano  all'esame  microscopico,  trasformati  in  veri  nidi  di 
parassiti,  i  quaii  sono  perfettamente  rassomiglianti  a  quelli  inoculati. 

Questo  caso  clinico  autoctono  della  città  di  San  Paolo,  mentre  gU 
altri  sono  tutti  provenienti  da  qualche  distanza,  è  indubitatamente 
identico  ai  precedenti  per  le  sue  manifestazioni  anatomiche  e  cliniche, 
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come  per  il  tipo  istologico  delle  lesioni  ;  ma  per  la  forma  e  per  le 
dimensioni  con  cui  il  parassita  si  presenta  nei  tessuti  patologici, 
nonché  per  la  straordinaria  virulenza  dello  stesso,  quando  inoculato 
in  animali  di  esperimento,  poteva  lasciar  dubbio  sull'identità  della 
specie  parassitaria;  gli  studi  colturali  ulteriori  però  hanno  permesso 
di  verificare  perfettamente  che  si  tratta  di  una  sola  specie  micotica, 
sia  pure  in  differenza  di  varietà  o  di  razza.  È  interessante  il  fatto 
della  presenza  del  parassita  riscontrata  nelle  cellule  renali  durante 
la  vita  del  paziente,  la  quale  cosa  credo  costituisca  una  osservazione 
nuova  nello  studio  delle  micosi. 

Caso  IV.  —  Ottobre  1909.  G..  S.  ..,  trentino,  34  anni  di  età; 
professione  musico,  residente  in  Brasile  da  circa  20  anni.  Nessun 
antecedente  ereditario.  Quanto  alla  anamnesi  personale,  racconta 
quanto  segue  : 

Soflrì  le  malattie  dell'infanzia;  non  ha  mai  avuto  affezioni  sifilitiche. 
Una  blenorragia  pochi  anni  or  sono.  Non  è  fumatore.  Da  giovanetto, 
pochi  mesi  dopo  l'arrivo  in  Brasile,  fu  attaccato  da  un'eruzione  cu- 
tanea, la  quale  si  presentava  sotto  forma  di  spine  pruriginose  su 
tutto  il  corpo.  Uguale  affezione,  dice  l'ammalato,  fu  sofferta  dai  suoi 
compagni  di  viaggio,  e  fu  attribuita  da  un  medico  a  cambiamento 
di  clima.  Alcune  di  tali  spine,  in  seguito  a  grattamento,  vennero  ad 
ulcerazioni,  tre  delle  quali,  sulla  regione  inferiore  della  gamba  destra, 
rimasero  aperte  per  5  o  6  mesi,  mostrandosi  ribelli  ai  rimedi  local- 
mente adoperati.  In  seguito,  anche  esse  vennero  a  cicatrizzazione  e 
rimasero  coperte  da  una  spessa  crosta.  Dopo  vari  anni,  un  giorno,  dietro 
l'uso  di  un  bagno  freddo,  una  di  tali  ulcere  della  gamba  si  aprì  di 
nuovo  e  cagionò  al  paziente  f  jbbre  ed  ingorgo  glandolare  all'inguine 
corrispondente.  Le  glandolo  vennero  a  suppurazione,  ma  guarirono  in 
pochi  giorni  mercè  un  intervenivo  chirurgico,  mentre,  invece,  l'ulce- 
razione solo  venne  a  guarigione  dopo  un  anno  circa,  rimanendo  nuo- 
vamente coperta  da  croste.  Due  anni  or  sono,  l'ammalato  cadde  da 
una  scala,  e  la  predetta  lesione,  in  seguito  ad  un  urto,  perdette  la 
sua  crosta,  ricominciando  da  capo  a  suppurare.  Essa  guarì  final- 
mente, con  la  cura  di  polveri  antisettiche,  entro  un  paio  di  mesi. 

Dopo  tali  malanni,  l'ammalato  stette  bene  fino  a  due  mesi  or  sono, 
fino  a  che  un  giorno  venne  assalito  da  febbre  con  brividi  e  costipa- 
zione accompagnata  da  forte  dolore  di  denti.  Questi  gli  sembravano 
che  si  muovessero  e  volessero  distaccarsi  dalle  gengive.  In  seguito, 
un  indurimento  andò  manifestandosi  in  corrispondenza  della  regione 
mascellare  sinistra  e  l'ammalato,  per  ottenere  la  guarigione  del  suo 
nuovo  malanno,  ricorse  a  consultare  diversi  sanitari.  Fece  uso  di  vari 
rimedi,  sia  locali  che  generali,  senza  ricavarne  alcun  giovamento.  In 
queste  ultime  due  settimane  si  è  manifestata  una  tosse  impertinente, 
spesso  accompagnata  da  espettorazione  sanguinolenta,  la  quale,  qualche 
volta,  si  verifica  anche  indipendentemente  dalla  tosse.  Oltre  di  ciò, 
l'ammalato  dice  che  si  sente  afflitto  da  un'incessante  salivazione  ed 
ha  molta  paura  di  essere  stato  contagiato  da  grave  malattia,  avendo 
messo  alla  bocca  lo  strumento  di  un  suo  allievo  musicante,  che  sup- 
pone affetto  da  malattia  sifilitica.  Finalmente  narra  che,  circa  un 
mese  addietro,  un  giorno,  procedendo  alla  lavatura  dei  piedi,  si  accorse 
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anche  d'essere  affetto  da  una  piccola  lesione  sulla  regione  concava  del 
piede  sinistro,  supponendo  di  essere  stato  attaccato  da  un  bicho  {p. 
Penetrans)  ;  egli,  allora,  cautamente  procurò  di  aprirla  con  una  piccola 
spilla,  facendone  uscire  ii  contenuto,  che  non  dubita  essere  il  corpo 
dell  insetto,  dopo  di  che  lavò  la  ferita  con  un  infuso  di  tabacco 
nello  spirito  di  canna,  seguendo  con  ciò  un  costume  adottato  dal 
popolo  in  simili  casi.  Ciò  malgrado,  la  ferita  non  venne  mai  a  gua- 
rigione ;  si  andò  facendo  sempre  più  larga,  secretando  un  materiale 
purisimile  che  spesso  si  solidificava  alla  superficie  in  forma  di  crosta. 
Inutili  furono  anche  altre  cure  fatte  con  applicazioni  di  soluzione 
di  sublimato  o  di  creolina,  o  con  causticazione  al  nitrato  d'argento. 

Il  paziente  dice,  inoltre,  che  si  sente  molto  indebolito  e  che  le  sue 
forze  vanno  giornalmente  scomparendo,  attribuendone  la  causa  alla 
profusa  salivazione  e  ai  dolori  trafittivi  che  sente  nella  bocca,  per 
cui  è  impedito  di  cibarsi  sufficientemente. 

Stato  presente.  —  Uomo  di  sviluppo  scheletrico  regolare,  musco- 
latura fiacca,  pannicolo  adiposo  scarso.  Presenta  salivazione  incessante. 
Parla  con  voce  leggermente  velata. 

All'ispezione,  mostra  alcune  impronte  di  cicatrici  nella  regione 
inferiore  della  gamba  destra  ciascuna  con  l'estensiono  di  circa  un 
doppio  soldo,  di  forma  irregolare,  colorito  biancastro  al  centro,  oscuro 
alla  periferia.  vSuUa  regione  concava  del  piede  corrispondente  notasi, 
sopra  un  fondo  edematoso,  un'ulcerazione  vegetante,  la  quale  ha  la 
dimensione  di  un  paio  di  cq.  e  l'aspetto  spugnoso,  mostrandosi  co- 
perta di  cenci  necrotici  di  colorito  rosso-bruno,  circondata  da  bordi 
leggermente  infiltrati  e  da  un'areola  di  colore  nerastro.  Nella  regione 
crurale  relativa,  la  palpazione  verifica  la  presenza  di  tre  o  quattro 
tumoretti  sottocutanei  uno  dei  quali  della  grandezza  di  un  piccolo 
uovo  di  piccione,  gli  altri  ciascuno  più  o  meno  quanto  una  noce 
avellana.  La  pelle  che  li  ricopre  è  libera  e  d'aspetto  normale.  Essi 
mostrano  superficie  liscia,  consistenza  duro  elastica,  dando  l'impres- 
sione di  essere  glandole  linfatiche  notevolmente  ingorgate;  e  sono 
indolenti.  L'ulcerazione  del  piede  non  arreca  alcun  disturbo  al  pa- 
ziente, salvo  una  sensazione  dolorosa,  che  si  risveglia  nell'atto  di 
camminare. 

Fuori  delle  descritte  lesioni  non  si  riscontrano  altre  alterazioni 
cutanee.  Notasi  una  notevole  protuberanza  sulla  regione  della  faccia 
sinistra,  evidentemente  in  relazione  con  lesioni  esistenti  nella  cavità 
della  bocca.  Il  labbro  inferiore  mostrasi  uniformemente  edematoso. 
Aperta  la  bocca,  riscontrasi  un'estesa  massa  d'aspetto  framboesoide, 
su  tutta  la  mucosa  della  guancia  sinistra,  specialmente  abbondante 
verso  l'angolo  labiale  interno  corrispondente. 

Detta  massa  è  formata  da  un'agglomerazione  di  vegetazioni  mori- 
formi  di  colorito  roseo,  ciascuna  dell'altezza  fino  a  3  o  4  mm.,  con 
estremità  spesso  arrotondata  della  grandezza  di  una  capocchia  di 
spillo  :  l'assieme  può  ricordare  l'aspetto  della  testa  di  un  cavolofiore. 

Oltre  di  ciò,  si  riscintrano,  nella  bocca,  altre  lesioni  sulla  metà 
sinistra  del  palato  duro,  consistenti  in  tre  ulcerazioni  superficiali  di 
aspetto  irregolare,  dimensione  ciascuna  poco  più  di  un  cmq.,  col 
fondo  coperto  da  piccolissime  vegetazioni  papillomatose,  appena  sol- 
levate, di  colorito  roseo  pallido. 

Alla  palpazione,  notansi  anche  due  glandole  linfatiche  sottoma- 
scellari, a  superficie  liscia,  consistenza  duro-elastica,  dimensione  cia- 
scuna di  u:i  fagiuolo  circa. 
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L'esame  fisico  degli  organi  interni  rivela  una  leggera  subottusità 
su  tutto  l'ambito  del  polmone  destro,  un  poco  più  intensa  sulla  re- 
gione scapolare.  Tali  fenomeni  si  percepiscono  anche,  ma  meno  note- 
volmente, sulla  regione  del  polmone  sinistro.  Notansi,  all'ascoltazione, 
rantoli  bronchiali  diffusi  ai  due  lati,  specialmente  in  corrispondenza 
degli  apici  polmonari. 

Nulla  di  anormale  nella  regione  cardiaca  e  negli  organi  addominali, 

L'esame  microscopico  dell'espettorato  non  rileva  bacilli  di  Koch, 
ma  direttamente,  o  coll'ausilio  di  qualche  goccia  di  soluzione  acquosa 
di  soda  30  %,  a  fresco,  rivela  la  presenza  di  un'enorme  quantità  di 
corpicciuoli  caratteristici  sia  liberi,  che  intracellulari.  Bisogna  notare 
che  l'espettorato  viene  raccolto,  dopo  ripetuti  lavaggi  della  bocca, 
ed  il  muco  bronchiale  sottomesso  all'osservazione  microscopica,  pre- 
viamente, diverse  volte,  lavato  con  siero  fisiologico  sterilizzato.  Tali 
corpicciuoli  mostrano  forma  rotonda  o  rotondoide,  diametro  da  3 
a  30  ;>  ;  doppio  contorno  e  contenuto  granuloso,  entro  cui  si  osservano 
talvolta  uno  o  diversi  vacuoli.  Alcuni  corpicciuoli  isolati  ricordano 
l'aspetto  di  certi  coccidi;  ma  la  maggior  parte  sono  aggruppati  e 
molti  presentano  una  gemmazione  periferica.  Si  escidono  con  un  colpo 
di  forbici  alcuni  frammenti  delle  vegetazioni  della  bocca,  come  anche 
si  raccoglie,  con  una  penna  di  vaccinazione,  un  poco  di  materiale 
dall'ulcerazione  del  piede,  e  l'esame  diretto  relativo  mette  in  evidenza 
gli  identici  corpicciuoli  parassitari  riscontrati  nel  muco  bronchiale. 

Non  resta  dubbio  che  l'affezione  del  caso  sia  identica  a  quella 
degli  altri  sopra  riferiti. 

L'ammalato  accetta  l'invito  di  rimanere  ricoverato  nell'Ospedale 
della  beneficenza  portoghese. 

Dò,  qui  appresso,  brevemente,  le  più  interessanti  osservazioni  fatte 
in  prosieguo. 

L'ammalato  viene  sottomesso  a  cura  jodica  per  via  sottocutanea, 
jodo-arsenicale  per  bocca;  lavaggi  d'acqua  ossigenata  alla  bocca; 
lavaggi  al  sublimato  e  applicazione  di  polveri  sull'ulcerazione  del 
piede. 

29  ottobre:  esame  dell'orina:  reazione  acida;  densità  1025;  urea 
gr.  10.248  per  mille;  tracce  d'albumina  appena  apprezzabili.  Glucosio, 
peptone  e  pigmenti  biliari  assenti.  Diazoreazione  di  Ehrlich  positiva. 
Fosfati  gr.  2.100  per  mille.  Cloruri  gr.  7.574  per  mille.  Il  reperto 
ìnicroscopico  del  sedimento  centrifugato  consta  di  rari  cristalli  di 
ossalato  di  calce,  rari  leucociti,  rarissimi  cilindri  renali  ialini.  Parassiti 
assenti. 

30  ottobre:  l'ammalato  informa  che  durante  la  notte  passata  ha 
dormito  benino,  n.on  essendo  stato  molestato  dalla  tosse  che  di  rado. 
Ha  emes.so  due  o  tre  espettorati  sanguinolenti.  Dico  che  si  sente 
muovere  i  denti  più  di  prima,  e  ricomincia  a  sentire  una  certa  dif- 
ficoltà nell'inghiottire,  che  da  qualche  giorno  più  non  avvertiva, 
notando  anche  dolori  puntori,  non  solo  in  varie  parti  della  lingua, 
ma  anche  alla  gola. 

Tiransi  da  una  vena  brachiale  5  cmc.  di  sangue  da  servire  per 
ricerche  microscopiche  e  colturali.  Si  verifica  un  num^^ro  di  4,09S,400 
globuli  rossi,  16,000  leucociti  per  mmc.  Parassiti  assenti. 

1°  novembre:  esame  laringoscopico  gentilmente  eseguito  dal  col- 
lega Robilotta  :  piccole  ulcerazioni  del  bordo  libero  laterale  destro 
dell'epiglottile,  con  leggera  infiltrazione  nodolare  ;  stato  iperemico 
del  vestibolo  e  delle  corde. 
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Radiografia  del  torace  cortesemente  eseguita  dal  collega  Stapler: 
alla  distanza  di  un  metro;  posa  di  25  secondi,  nell'inspiraziooe  forzata 
dell'ammalato  collocato  in  posizione  dorso  anteriore.  Nel  radiogramma 
si  '^ede  che  il  lato  destro  sta  più  oscuro  del  sinistro,  striato  con  un 
reticolo  che  dà  imitazione  del  disegno  del  marmo.  Le  ombre  più 
pronunziate  partono  dalla  linea  mediana,  onde  più  confluiscono,  re- 
stando in  parte  ancora  più  oscure.  Anche  nel  lato  destro  vi  sono 
delle  macchie  oscure,  però  meno  estese  (v.  Tav.  I.  fig.  3). 

Dal  radiogramma  si  può  concludere  che  il  polmone  destro  riceve 
meno  aria,  visto  come  il  tessuto  è  più  indurito,  il  che  causa  la  sua 
maggiore  ottusità.  Nel  tessuto  polmonale  vi  sono  regioni  molto  più 
infiltrate,  come  anche  glandole  peribronchiali  infiltrate.  Nel  lato  si- 
nistro la  distensione  del  polmone  per  l'aria  inspirata  è  normale,  il 
che  indica  che  in  un  tessuto  polmonale  normale  vi  sono  zone  di 
infiltrazione,  o  per  lo  meno  bronchi  pieni  di  una  massa  che  lascia 
penetrare  la  luce  con  maggiore  difficoltà,  come  anche  delle  glandole 
linfatiche  infiltrate. 

2  novembre  :  aspetto  delle  lesioni  esterne  invariato.  Si  inizia  una 
applicazione  di  raggi  X  sulla  regione  delle  glandole  crurali  sopra 
notate,  per  la  durata  di  3  minuti.  Applicazione  di  un  tubicino  di 
radium  nella  cavità  della  bocca  (bromuro  di  radium  in  polvere  10  cgr). 

La  cura  dei  raggi  X  viene  ripetuta  a  giorni  alterni;  quella  del 
radium  quotidianamente  un'ora  per  giorno.  Si  continua  la  cura  ge- 
nerale jodo-arsenicale,  come  pure  ai  ordina  l'apphcazione  quotidiana 
di  una  pomata  all'acido  salicilico  sull'ulcera  del  piede. 

3  novembre:  l'ammalato  informa,  che  nella  notte  passata  ò  stato 
afflitto  da  copiosa  salivazione,  ma  non  è  stato  molestato  dalla  tosse. 
Ha  avuto  due  espettorazioni  di  muco  sanguinolento.  Ieri  verso  sera 
ha  avvertito  una  leggera  elevazione  di  temperatura  :  termometro  37.4. 
Stamattina  la  salivazione  si  è  allontanata. 

Un'osservazione  rivela  che  l'edema  labiale,'  così  come  il  gonfiore 
facciale  sembra  un  pochino  diminuito. 

L'ammalato  si  trattiene  nel  mio  laboratorio  per  circa  un'ora  senza 
essere  affatto  molestato  dalla  salivazione.  Dice  che  oggi  si  sente  ben 
disposto  e  nella  mattinata  ha  passeggiato  allegramente  nel  giardino 
dell'ospedale. 

9  novembre:  fino  a  ieri  nessuna  salivazione;  ma  essa  oggi  è  ritor- 
nata abbondante.  Durante  i  giorni  passati  la  tosse  e  l'espettorazione 
si  sono  quasi  completamente  allontanate,  però  si  è  manifestata  una 
leggera  alterazione  di  temperatura  (l'andamento  della  stessa  sarà 
notato  più  appresso  nella  curva  termometrica  relativa  all'ammalato). 

Persiste  il  dolore  pungente  sulla  lingua  e  il  senso  di  difficoltà 
nell'inghiottire  sembra  aumentato.  L'ammalato  accusa  un  senso  di 
secchezza  generale  nella  bocca,  e  prova  un'impressione  come  se  la 
lingua  gli  si  stringesse  ai  lati.  Dice  che  durante  quest'ultima  notte 
ha  subito  un  copioso  sudore. 

10  novembre:  profusi  sudori  caldi  durante  tutta  la  notte.  Poca  tosse 
e  spurghi  sanguigni  solo  riposando  sul  lato  destro.  È  aumentata  la  dif- 
coltà  nell'inghiottire,  come  anche  il  senso  di  stringimento  sulla  lingua. 
L'ammalato  dice  che  sente  molta  fame,  ma  non  può  masticare  i  cibi. 

L'esame  della  cavità  boccale  verifica  che  la  massa  vegetante  si  è 
estesa  a  tutta  la  mucosa  interna  del  labbro  inferiore. 

L'ascoltazione  del  torace  nota  che  l'asprezza  respiratoria  si  ? 
diffusa  su  tutto  il  torace  destro.  Il  piede  ammalato  ritrovasi  abba- 


441 


stanza  sgonfiato  e  l'ulcerazione  rispettiva,  in  seguito  all'uso  locale 
della  pomata  salicilica,  sembra  diventata  secca  e  coperta  di  croste. 

I  tumoretti  della  regione  crurale  mostrano  uno  stato  invariato. 

.  Nuovo  esame  microscopico  dell'espettorato  nota  sempre  assenza 
di  bacilli  di  Koch,  persistenza  dei  tali  corpicciuoli  rotondi  a  doppio 
contorno. 

Si  prescrivono  delle  capsule  di  tiocol  ciascuna  di  mezzo  grammo 
da  prendersi  quattro  per  giorno;  collutori  di  clorato  di  potassa.  Per 
il  resto  si  continua  la  cura  già  indicata. 

25  novembre:  l'ammalato  mostrasi  allegro  e  contento  perchè  da 
più  di  una  settimana  sono  cessati  i  dolori  della  bocca  e  la  salivazione 
da  molti  giorni  è  completamente  scomparsa.  L'edema  labiale  piiì  non 
esiste;  le  ulcerazioni  del  palato  sono  quasi  appianate  e  il  tumore 
facciale  si  è  molto  abbassato. 

L'ispezione  del  cavo  orale  ritrova  numerosi  e  piccoli  nodoli  di 
infiltrazione  ai  lati  della  lingua  e  una  vegetazione  papillomatosa  for- 
matasi nell'angolo  sottolinguale. 

L'ulcerazione  del  piede  si  mantiene  sempre  secca  e  coperta  da 
croste.  Le  glandole  crurali  si  mantengono  sempre  di  volume  e  consi- 
stenza invariata. 

La  tosse  al  pari  dell'espettorazione  sanguinolenta,  si  è  andata 
sempre  più  allontanando  ;  ma  l'esame  fisico  del  torace  nota  la  per- 
sistenza di  una  subottusità  su  tutta  la  regione  del  polmone  destro, 
più  notevole  sulla  regione  scapolare,  dove  l'ascoltazione  riscontra 
sempre  dei  piccoli  rantoli.  Tali  fenomeni  si  notano  anche  in  corri- 
spondenza del  polmone  sinistro,  ma  in  grado  minore. 

La  radioscopia  del  torace  mostra  più  o  meno  le  stesse  alterazioni 
rivelate  nel  primo  esame. 

La  difficoltà  dell'inghiottire  è  scomparsa  da  molto  tempo. 

La  temperatura,  che  nelle  passate  settimane  ha  subito  delle  alte- 
razioni serotine  fino  a  36°  C.  o  poco  più,  da  qualche  giorno  è  diven- 
tata subnormale. 

II  polso  si  è  sempre  mantenuto  fra  70  e  90,  rare  volte  arrivando 
a  100  battute  per  minuto,  mantenendosi  alquanto  piccolo,  ma  re- 
golare. 

In  questi  ultimi  giorni  l'ammalato,  libero  da  salivazione  e  da  do- 
lori nella  bocca,  ha  potuto  cibarsi  un  poco  meglio  ed  ha  ricuperato 
un  poco  di  forza.  Si  consiglia  la  continuazione  della  cara  jodo-arse- 
nicale,  nonché  l'applicazione  del  radium  e  dei  raggi  X  rispettiva- 
mente alla  bocca  ed  ai  tumoretti  della  regione  crurale,  come  pel 
passato. 

26  novembre  :  stamane  è  caduta  spontaneamente  la  crosta  del- 
l'ulcerazione del  piede  e  sono  rimaste  allo  scoperto  varie  grosse  gra- 
nulazioni framboesiche  di  colorito  rosso  languido,  di  aspetto  rassomi- 
glianti a  quelle  della  cavità  della  bocca  (V^.  tav.  I,  fig.  2). 

L'ammalato  domanda  di  uscire  dall'ospedale,  per  continuare  la 
cura  ambulatoriamente  nel  laboratorio.  Prima  dell'uscita  si  ripete  un 
esame  microscopico  del  muco  bronchiale,  nonché  delle  legioni  esterne: 
ma  il  risultato  é  completamente  eguale  a  quello  degli  esami  prece- 
denti. 

Si  procede  anche  ad  un  esperimento  di  cutireazione  con  tuberco- 
lina  di  Koch  ma  resta  completamente  negativa. 

27  novembre  :  l'ammalato  ritorna  per  la  consueta  osservazione  e 
cura.  Informa  che  ha  passato  in  un  albergo  una  nottata  calma,  senza 
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tosse  nè  espettorazione,  ma  nella  mattinata  ha  avvertito  un  poco  di 
sudore. 

3  dicembre  :  durante  la  notte  passata  è  ricomparso  un  forte  dolor 
di  denti,  ma  niente  salivazione.  Poca  espettorazione.  Poco  sudore. 
La  temperatura  ha  ricominciato  a  presentare  una  piccola  elevazione 
serotina. 

Notasi  la  comparsa  di  una  piccola  infiltrazione  della  grandezza  di 
un  cece  comparsa  al  di  sotto  del  lobulo  dell'orecchio  destro  ed 
un'altra  somigliante  al  di  sotto  dell'ascella  sinistra,  ma  non  produ- 
cono dolore. 

5  dicembre:  notte  passata  con  molta  tosse  stizzosa,  ma  poca 
espettorazione  e  poco  sudore. 

Molto  bruciore  nella  bocca.  Si  consiglia  qualche  pennellazione  sulla 
mucosa  con  una  soluzione  di  cocaina  e  antipirina. 

6  dicembre  ;  nottata  con  tosse  continuata  ed  espettorazione  bron- 
chiale sanguinolenta.  Copioso  sudore  nella  mattinata.  Il  bruciore  della 
bocca  è  diminuito. 

Si  T-iprescrive  qualche  capsula  di  tiocol  con  polvere  del  Dower. 
Per  il  resto  si  continua  la  solita  cura. 

7  dicembre  :  durante  la  notte  è  continuata  la  tosse  secca  ;  sono 
comparsi  profusi  sudori  nella  mattinata,  ma  il  dolore  della  bocca  e 
dei  denti  è  diminuito. 

11  dicembre  :  si  è  accentuata  nuovamente  una  certa  migliorìa,  ed 
anche  l'ulcera  del  piede  ricomincia  a  formare  una  crosta. 

12  dicembre  :  nuovamente  tosse  stizzosa  con  espettorazione  san- 
guigna e  profusi  sudori  durante  la  notte. 

13  dicembre:  idem  idem  come  ieri. 

14  dicembre:  notte  calma;  nessun  dolore,  niente  tosse,  nè  espet 
torazione,  nè  sudori  notturni.  É  comparsa  la  febbre  serotina.  L'am- 
malato mostrasi  pieno  di  coraggio  e  si  sente  più  animato. 

18  dicembre  :  ieri  sera  è  riapparsa  un  poco  di  febbre,  come  anche 
tosse,  spurgo  bronchiale  sanguinolento,  sebbene  scarso,  e  profuso 
sudore. 

19  dicembre  :  tosse  diminuita,  poca  espettorazione,  niente  sudore. 

20  dicembre  :  niente  tosse  ;  molta  espettorazione,  ma  senza  sangue. 
Poco  sudore  nella  mattinata. 

Visto  che  i  tumoretti  della  regione  crurale  non  accennano  a  dimi- 
nuire di  volume,  si  decide  l'estirpazione.  Questa  viene  cortesemente 
eseguita  dal  collega  Mauro,  con  anestesia  locale.  L'operazione  si 
compie  senza  nessun  inconveniente.  Si  estraggono  tre  glandole  linfa- 
tiche, una  delle  quali  del  volume  di  un  uovo  di  piccione,  le  altre 
due  ciascuna  quanto  una  grossa  noce  avellana.  Una  parte  di  tale 
materiale  viene  adoperato  per  ricerche  che  saranno  in  seguito  riferite. 

21  dicembre  :  notte  relativamente  calma  ;  qualche  colpo  di  tosse 
con  molta  espettorazione  sanguigna.  Profuso  sudore  nella  mattinata. 
Nessun  dolore  sulla  ferita  crurale.  L'ulcera  del  piede  ha  perduta 
nuovamente  ìa  crosta  e  si  presenta  col  aolito  aspetto  vegetante. 

24  dicembre  :  a  mezzo  di  un  cucchiaio  si  procede  al  raschiamento 
delle  vegetazioni  del  piede,  in  seguito  a  che  sull'ulcerazione  viene 
fatta  un'applicazione  del  radium  pc  un'ora. 

25  dicembre  :  nella  notte  tosse  stizzosa.  Nessun  dolore  sulle  ferite. 
Si  ripete  l'applicazione  del  radium  sulla  lesione  del  piede. 

Si  tirano  i  punti  dalla  ferita  crurale,  dove  si  verifica  guarigione 
avvenuta  per  prima  intenzione. 
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L'indomani  l'ammalato,  in  vista  di  essere  molto  migliorato  dei 
suoi  malanni,  decide  di  ritornare  alla  sua  residenza  ordinaria,  donde, 
circa  l'ulteriore  andamento  della  malattia,  rimette  le  notizie  che  qui 
appresso  riassumo. 

6  gennaio  :  «  La  respirazione  è  più  libera  ;  il  gonfiore  del 

labbro  è  quasi  sconi^jarso  ;  non  sento  incomodi  nella  bocca  ed  assa- 
poro perfettamente  i  cibi  ;  però  le  ulceri  del  palato  mi  sembrano 
nuovamente  ingrandite.  Il  sudore  notturno  in  questi  ultimi  giorni 
non  mi  ha  abbandonato  ed  ho  avuto  un  poco  di  febbre  tutte  le  sere. 
Intorno  alla  ferita  del  piede  è  apparso  un  punticino  nerastro,  che 
rassomiglia  alla  penetrazione  di  una  pulce,  ricordando  l'aspetto  della 
prima  lesione  apparsa  sulla  stessa  regione,  e  mi  produce  prurito  e 
dolore.  La  tosse  mi  molesta  di  nuovo.  Di  tanto  in  tanto  ho  sentito 
un  poco  di  dolore  di  testa,  come  pure  bruciore  alla  bo^ca  ;  ma 
qualche  giorno  mi  sono  sentito  bene  ed  ho  potuto  cibarmi.  Da  due 
giorni  è  apparsa  una  debolezza  di  stomaco  e  dolore  alla  gola  nel- 
l'atto di  inghiottire. 

26  gennaio  :  «  Gli  incomodi  della  bocca  e  della  gola  sono 

stati  passeggeri,  ma  la  tosse  è  ancora  persistente,  sebbene  mi  dia 
delle  giornate  di  tregua.  L'espettorazione  in  generale  si  è  mantenuta 
piuttosto  abbondante,  ma  raramente  mescolata  con  sangue.  La  de- 
bolezza generale  è  andata  crescendo,  ma  è  ritornato  il  buon  appetito. 
La  febbre  serotina  si  è  mantenuta  fino  a  pochi  giorni  fa,  arrivando 
ad  un  massimo  di  37°. 7  C.  Quello  che  mi  fa  paura  è  la  tosse  e  la 
grande  fiacchezza.  Qualunque  piccolo  movimento  mi  provoca  il  su- 
dore. Rimetto  lo  sputo  per  l'esame». 

L'esame  microscopico  dell'espettorato  rimesso,  al  solito,  non  ha 
rivelato  presenza  di  bacilli  di  Koch,  riscontrando  però  sempre  le  tali 
forme  di  corpicciuoli  rotondi  a  doppio  contorno,  sebbene  rari  ed  in 
piccolo  numero. 

15  febbraio  ■  «  Durante  questi  ultimi  giorni  i  miei  incomodi 

sono  andati  aumentando  ;  fin  dal  6  corrente  ò  riapparsa  la  febbre 
serotina,  mantenendosi  su  per  giù  invariate  le  condizioni  generali. 
Alcuni  giorni  mi  sento  abbastanza  migliorato,  altri  giorni  peggiorato. 
In  generale  l'espettorazione  si  è  mantenuta  abbondante  ;  così  la 
stanchezza  e  il  sudore  notturno,  che  apparisce  talvolta  durante  il 
giorno.  In  questa  ultima  settimana  è  ricomparsa  la  salivazione,  il 
dolore  di  denti  e  il  bruciore  alla  bocca.  » 

L'ammalato  aggiunge  che  si  sente  scoraggiato  e  comincia  a  per- 
dere la  speranza  della  guarigione. 

9  marzo  :  l'ammalato  informa  che  è  nuovamente  migliorato  e  che 
è  scomparsa  la  febbre  serotina  ;  la  tosse  è  diminuita,  l'appetito  au- 
mentato, i  sudori  scomparsi. 

20  aprile  :  «  La  febbre  mi  ha  lasciato  da  molto  tempo,  la  tosse 

si  è  andata  a  poco  a  poco  allontanando,  e  così, anche  la  espettorazione. 
Il  nodulo  apparso  sul  lobulo  dell'oreccliio  destro  si  è  andato  ulce- 
rando, coprendosi  di  una  massa  vegetante  avente  caratteri  somiglianti 
a  quelli  del  piede.  Essa  è  stata  bruciata  con  ferro  rovente  applicato 
da  un  medico  curante,  visto  che  tutte  le  specie  di  pomate  esperimen- 
tate riuscivano  inutili.  Nella  stessa  maniera  furono  trattate  le  vege- 
tazioni del  piede.  Quelle  della  bocca  furono  causticate  con  nitrato  d'ar- 
gento. Ora  tutte  le  lesioni  esterne  sono  avviate  alla  cicatrizzazione.  » 

Dopo  tali  informazioni  non  ricevo  ulteriori  notizie  per  vari  mesi  ; 
ma,  verso  il  principio  di  marzo  dell'anno  scorso,  un  giorno  vedo  ri- 
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comparire  il  paziente  in  San  Paolo,  e,  in  una  breve  visita,  posso  fare 
su  di  esso  le  seguenti  constatazioni  :  ulcerazioni  vegetanti  sul  palato  : 
induramento  cicatriziale  sulla  mucosa  della  guancia;  vegetazioni  pa- 
pillomatose  sulla  mucosa  nasale;  glandolf-  linfatiche  sottomascellari. 
Le  lesioni  del  piede  e  dell'orecchio  cicatrizzate.  Lo  stato  generale  del 
paziente  molto  migliorato. 

L'infermo  mi  racconta  che  il  suo  nuovo  medico  curante  non  volle 
prestar  fede  alla  diagnosi  di  micosi,  sospettando,  invece,  che  l'affe- 
zione fosse  di  natura  sifilitica.  Fu  fatta  la  reazione  di  Wassermann, 
eseguita  dal  Carini,  ma  diede  risaltato  negativo  ;  ciononostante  il 
paziente  fu  sottomesso  ad  una  iniezione  intramuscolare  di  una  dose 
del  606. 

Le  ultime  notizie  rimontano  al  mese  di  giugno  u.  s.  e  informano 
che  nessun  miglioramento  ha  seguito  all'uso  del  rimedio  di  Ehrlich; 
invece  le  ulcerazioni  della  bocca  si  sono  fatte  più  profonde,  è  ritor- 
nata la  salivazione,  e,  su  tutta  la  faccia,  sono  comparse  una  quan- 
tità di  spine. 

Ecco  ora  un  diagramma  della  curva  termica  dell'ammalato  (V.  fig.l) 
che  si  riferisce  a  circa  tre  mesi  di  osservazioni.  Da  essa  si  vede  che 
la  febbre  ha  avuto  un  carattere  intermittente  serotino  e  periodico, 
notandosi  leggera  devazione,  non  avendo  che  raramente  e  di  poco 
superato  i  38°  C.  I  periodi  di  febbre  presentano  la  durata  poco  più 
o  meno  di  un  paio  di  settimane,  mostrandosi  ciascuno  seguito  da  un 
numero  di  vari  giorni  afebbrili,  in  cui  la  temperatura  si  è  mantenuta 
piuttosto  alquanto  subnormale. 

Istologia  patologica.  —  Fissazione  e  colorazione  delle  sezioni  se- 
condo il  solito. 

Vegetazioni  dell'ulcera  del  piede  (sezioni  verticali).  (V.  tav.  II, 
fig.  3,  e  tav.  ITI,  1  a  6). 

Strato  corneo  un  poco  ispessito,  fatto  da  fasci  di  lamelle  talvolta 
staccate,  tra  le  quali,  in  certi  punti,  si  incontrano  aree  di  infiltra- 
zione di  leucociti,  tra  i  quali  sono  predominanti  i  mononucleari,  me- 
scolati a  detriti  cellulari,  e  cellule  plasmatiche  e  globuli  rossi  :  questi 
alcune  volte  si  trovano  accumulati  in  grandi  ammassi. 

Strato  lucido  non  sempre  distinguibile. 

Strato  granuloso  frequentemente  ispessito,  costituito  in  certi  punti 
da  7  od  8  piani  cellulari,  in  mezzo  ai  quali  incontransi,  talvolta, 
delle  notevoli  agglomerazioni  leucocitarie,  nonché  corpuscoli  parassi- 
tari solitari  od  aggruppati. 

Strato  spinoso  in  grande  proliferazione,  con  digitazioni  più  o  meno 
grossolane,  spesso  profondamente  immerse  nel  derma,  alcune  delle 
quali  variamente  anastomizzate  fra  di  loro.  Notansi  in  questo  strato 
varie  alterazioni  istopatologiche  degne  di  essere  rilevate.  Alcune 
cellule  solitarie  presentano  uno  stato  più  o  meno  avanzato  di  che- 
ratinizzazione,  protoplasma  retratto  e  nucleo  talvolta  indistinguibile 
o  quasi;  altre  sono  appiattite  e  riunite  in  gruppi  con  disposizione 


445 


446 


concentrica  e  costituiscono  delle  formazioni  molto  analoghe  alle  note 
perle  epiteliali  del  cancroide.  Nel  mezzo  di  tali  perle  talvolta  è 
pobsibile  distinguere  qualche  cellula  di  forma  ed  aspetto  normale, 
mentre  tal'altra  non  si  vedono  che  cellule  in  via  di  cheratinizzazione; 
altre'volte  ancora  è  un  gruppetto  di  parassiti  che  forma  il  nucleo 
centrale,  attorno  a  cui  sono  disposte  le  cellule  epiteliali  distese,  ap- 
piattite e  degenerate.  In  alcuni  di  tali  globi  epiteliali  è  possibile 
anche  riconoscere  perfettamente  la  presenza  di  uno  o  due  corpicciuoii 
parassitari  contenuti  nella  cellula  centrale,  la  quale  allora  mostra  il 
nucleo  piegato  ad  arco  intorno  ad  essi  ;  ma  quando  i  parassiti  si 
trovano  accumulati  in  grande  numero,  le  cellule  circostanti  si  rin- 
vengono eccessivamente  distese  e  serrate  tra  loro,  ridotte  quasi  a 
lamelle  cheratini zzate  appena  riconoscibili  per  la  presenza  del  loro 
nucleo. 

Oltre  a  ciò,  lo  strato  mucoso  è  anche  sede  di  notevole  infiltra- 
zione e  mostra  cellule  migranti  tanto  solitarie  negli  interstizi  cellu- 
lari, quanto  accumulate  negli  spazi  costituiti  dall'intreccio  dei  get- 
toni epidermici  anzidetti.  Questi  elementi  di  infiltrazione,  quando 
penetrati  nei  globi  dermatici  anzidetti,  accumulati  in  grandissimo 
numero  costituiscono  come  dei  microascessi  intraepiteliali,  le  di  cui 
pareti  sono  rappresentate  da  uno  strato  di  cellule  epiteliali  stretta- 
mente appiattite  e  serrate  fra  di  loro. 

Detti  ascessolini  presentano  forma  rotonda  o  rotondoide  del  dia- 
metro da  30  a  300  ;  possono  confluire  tra  loro  in  vario  numero 
ed  arrivare  a  fondersi  completamente  in  una  cavità  unica  di  dimen- 
sione poco  più  o  meno  considerevole,  attorno  alla  quale  s'incontrano 
non  di  rado  capillari  sanguigni  più  o  meno  numerosi  con  tenuissima 
parete. 

L'infiltrazione,  però,  è  particolarmente  intensa  nella  regione  in- 
terpapillare,  dove  l'enorme  accumulo  di  leucociti,  in  certi  siti,  a 
mala  pena  permette  una  netta  distinzione  di  limite  tra  derma  ed 
epidermide,  il  di  cui  strato  basilare  è,  per  altro,  sempre  conservato. 

Nel  derma,  poi,  e  segnatamente  nel  corpo  delle  papille,  le  quali 
spesso  sono  molto  allungate  ed  insinuate  nello  strato  di  Malpighi, 
oltre  ad  enorme  infiltrazione  di  leucociti,  tra  i  quali  hanno  predo- 
minio i  piccoli  mononucleari,  notasi  presenza  di  vasellini  di  nuova 
formazione  ed  accumuli  di  cellule  epitelioidi,  nonché  alcune  cellule 
giganti. 

Gli  elementi  di  infiltrazione  sono  situati  nelle  maglie  di  tenue  fi- 
brille del  connettivo  proliferato,  costituendo  formazioni  somiglianti 
ai  tubercoli  prodotti  dal  bacillo  di  Kock. 
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Le  cellule  giganti  sia  del  derma  che  dell'epidermide  hanno  forma 
irregolare,  più  o  meno  arrotondata,  sono  fornite  di  lunghi  prolun- 
gamenti pseudo-podici  ramificati  e  presentano  un  diametro  da  20  a 
100  o  più  y  ,  nonché  grande  numero  di  nuclei,  dei  quali  se  ne  possono 
contare  circa  un  centinaio  disposti  frequentemente  a  corona  nella 
periferia  del  protoplasma.  In  mezzo  a  tali  focolai  di  infiltrazione  s'in- 
contrano frequentemente  numerosi  i  corpuscoli  parassitari  già  notati 
negli  strati  superiori  dell'epitelio,  avendo  sede  principalmente  nel 
protoplasma  deUe  cellule  giganti.  Essi  hanno  forma  rotonda  o  roton- 
doide  con  diametro  da  3  a  30  ^  e  sono  spesso  riuniti  in  gruppi  ca- 
ratteristici, nei  quali  è  possibile  distinguere  un  corpicciuolo  sferico 
maggiore  centrale,  circondato  da  molti  altri  minori,  il  che  è  certa- 
mente risultato  di  una  gemmazione  periferica.  Altre  volte  si  vedono 
legati  in  catena  di  piccoli  elementi.  Si  colorano  ordinariamente  bene 
coi  comuni  colori  nucleari.  Ogni  corpo  parassitario  è  caratterizzato 
da  un  doppio  contorno  ed  ha  contenuto  granuloso,  in  mezzo  a  cui 
si  possono  distinguere  uno  o  vari  vacuoli. 

Vegetazioni  della  bocca  (sezioni  verticah).  (V.  tav.  II,  fig.  1). 
Epitelio  molto  ispessito  e  formazione  di  gettoni  a  forma  di  zaffi 
spesso  ramificati,  sovrapposti  alla  zona  papillare,  anche  essa  estesa 
e  proliferata.  Notansi  molti  strati  di  cellule  epiteliali,  nelle  quali  è 
possibile  notare  stadi  di  degenerazione  che  vanno  dallo  stato  giova- 
nile che  ha  sede  nello  strato  cilindrico  a  quello  di  avanzata  cherati- 
nizzazione  che  si  riscontra  nella  zona  superficiale  della  mucosa.  Le 
cellule  epiteliali,  di  più  in  più  che  si  allontanano  dal  centro,  presen- 
tano diminuzione  della  cromatina  nucleare,  fino  a  che  in  certi  punti 
il  nucleo  si  rende  indistinguibile  o  quasi.  Qua  e  là  negli  strati  supe- 
riori, in  mezzo  a  cellule  più  o  meno  conservate,  se  ne  incontra  qual- 
cheduna  quasi  interamente  cheratinizzata  e  retratta.  Non  di  rado 
notasi  anche  l'esistenza  di  perle  epiteliali  somiglianti  a  quelle  del 
cancroide,  anche  esse  in  vario  grado  di  cheratinizzazione.  In  vari 
gruppi  cellulari  esiste  un'infiltrazione  di  leucociti  polinucleari  che 
talvolta  sono  penetrati  nelle  cellule  dell'epitelio,  ne  hanno  scostato 
il  nucleo  e  ne  hanno  invasa  l'intera  superficie.  Sovente  detti  leuco- 
citi sono  raggruppati  in  grandissimo  numero,  costituendo  come  dei 
microascessi  intraepiteliali,  le  di  cui  pareti  sono  rappresentate  da 
cellule  epiteliali  appiattite  e  serrate  fra  loro.  Tali  microascessi  hanno 
forma  più  o  meno  rotonda  o  rotondoide,  con  diametro  da  50  a  200  y  e 
I  più,  contenendo  spesso  numerose  cellule  epitelioidi,  alcune  delle  quali 
I  polinucleari  a  forma  di  cellule  giganti.  Queste  sono  di  tipo  tuberco- 
I    lare,  fornite  di  prolungamenti  pseudo-podici  ;  hanno  un  diametro  da 
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30  a  100  e  più  y.  e  possono  contenere  fino  ad  una  cinquantina  di 
nuclei,  spesso  aggruppati  a  corona  nella  zona  periferica  del  proto- 
plasma. In  mezzo  a  tali  elementi  istopatologici  s'incontrano  spesso 
numerosi  corpicciuoli  parassitari  simili  a  quelli  avanti  descritti.  L'in- 
filtrazione stessa  è  specialmente  addensata  nello  strato  papillare  cir- 
costante all'epitelio,  dove  talvolta  s'incontrano  focolai  di  tipo  tuber- 
colare ;  ma  essa  si  estende  anche  nella  sottomucosa  ed  in  eerti  punti 
arriva  anche  ad  invadere  la  regione  delle  glandole,  nelle  di  cui  pa- 
reti, sebbene  di  rado,  è  anche  possibile  rinvenire  i  soliti  corpi  paras- 
sitari. 

Glandola  linfatica.  (V.  tav.  II,  fig.  2), 

Capsula  ispessita,  con  numerose  fibre  di  connettivo  lasso.  Trabe- 
cole  e  reticolo  in  grande  proliferazione.  I  follicoli  e  i  seni  sono  molto 
ridotti  di  numero  e  di  volume  e  in  molti  punti  assolutamente  indi- 
stinguibili, notandosi  al  loro  posto  una  notevole  rete  di  fibre  e  di 
cellule  connettivali.  Là  dove  ancora  è  possibile  riscontrare  delle  ag- 
glomerazioni di  corpuscoli  linfoidi  ancora  ben  conservati  notansi,  in 
mezzo  a  questi,  numerosi  vasellini  sanguigni  di  piccolo  calibro  a  pa- 
reti proliferate.  LTgualmente  proliferate  s'incontrano  le  pareti  dei  vasi 
linfatici,  nel  di  cui  lume  è  possibile  osservare  talvolta  dei  corpuscoli 
parassitari  caratteristici  simili  ad  altri  che  si  rinvengono  fuori  di  essi 
nel  tessuto  patologico  della  glandola  stessa.  Il  parenchima  glandolare 
nella  regione  midollare  sembra  completamente  trasformato  in  una 
massa  di  noduli  di  aspetto  tubercolare.  Questi  noduli  sono  costituiti 
da  un  reticolo  fibroso,  nelle  di  cui  maglie  hanno  sede  numerose  cel- 
lule fusiformi,  le  quali,  nella  zona  periferica  di  essi,  si  presentano 
concentricamente  disposte  in  vari  strati,  mentre  nella  zona  centrale 
sono  mescolate  a  cellule  epitelioidi,  cellule  giganti  e  corpi  parassitari. 
Le  celluie  giganti  sono  in  vario  numero,  da  una  fino  a  sette  od  otto 
per  ogni  nodulo,  notevoli  alcune  per  il  loro  volume  e  per  i  numerosi 
prolungamenti  pseudo-podici  di  cui  sono  fornite,  nonché  per  un 
aspetto  particolare  che  assumono  per  la  presenza  di  numerosi  paras- 
siti contenuti  nel  protoplasma,  il  quale  si  presenta  spesso  degenerato 
per  necrosi  da  coagulazione.  Il  loro  volume  può  arrivare  a  poco  meno 
di  200  ;a;  i  corpi  parassitari  in  esse  contenuti  possono  raggiungere  il 
numero  di  oltre  una  ventina  ed  anche  più.  Talvolta  una  o  diverse 
cellule  giganti  sono  situate  nella  zona  periferica  di  questi  focolai  no- 
dulari,  mentre  la  parte  centrale  della  stessa  presenta  una  degenera- 
zione necrobiotica  formata  da  detriti  cellulari  e  corpi  parassitari. 
Detti  parassiti,  sia  liberi  che  intracellulari,  sono  di  forma  e  dimen- 
sione identici  a  quelli  notati  nelle  lesioni  della  bocca  e  del  piede,  ma 
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spesso  si  trovano  in  uno  stato  di  degenerazione  per  il  quale  hanno 
perduta  ogni  affinità  colorante  ed  appariscono  in  mezzo  ai  tessuti 
come  corpi  vitrei,  dando  alle  cellule  entro  cui  si  trovano  ospitati 
l'aspetto  di  una  degenerazione  vacuolare.  È  possibile  ritrovare  in  una 
stessa  preparazione  microscopica  vari  gradi  di  passaggio  che  vanno 
dalla  forma  normale  caratteristica,  altrove  notata,  del  parassita,  col 
suo  doppio  contorno  e  contenuto  granuloso  e  le  sue  proprietà  di  co- 
lorazione, fino  a  quello  in  cui  di  esso  non  rimane  se  non  l'aspetto 
di  vacuoli  sparsi  nel  protoplasma  delle  cellule  ospitatrici.  (V.  tav.  II, 
fig.  4,  5  e  6). 

Se  si  tiene  calcolo  del  fatto  che  la  glandola  in  esame  era  stata 
per  lungo  tempo  sotto  l'azione  dei  raggi  X  a  cui  fu  sottoposto  il 
paziente,  si  può  verosimilmente  pensare  che  devesi  ad  essi  l'abbon- 
danza delle  forme  parassitarie  degenerate,  le  quali  nei  tessuti  delle 
altre  lesioni  del  soggetto  solo  furono  incontrate  con  frequenza  molto 
eccezionale. 

Colture.  —  I  tentativi  di  coltura  fatti  col  sangue  tirato  dalla  vena 
brachiale  diedero  risultati  negativi. 

Frammenti  di  materiale  proveniente  dalle  vegetazioni  della  bocca 
0  dall'ulcerazione  del  piede  o  dalle  glandole  crurali  diedero  sviluppo 
a  numerose  colonie  di  uno  stesso  microrganismo  micotico.  Questo,  nei 
substrati  innestati  con  materiale  delle  lesioni  esterne,  era  mescolato 
a  vari  bacilli  di  apparenza  banale. 

Le  prime  coloniette  del  fungo  apparirono  verso  il  terzo  o  quarto 
giorno  alla  temperatura  di  30°-35"  C.  Gli  elementi  microscopici  delle 
stesse  avevano  forma  rotonda  o  rotondoide,  ma  ben  presto,  princi- 
palmente nei  terreni  zuccherati,  andarono  assumendo  quella  di  corpi 
germoglianti  o  allungati  in  forma  di  ifi  settati  abbastanza  rassomi- 
glianti a  quelli  del  caso  precedente. 

Il  comportamento  colturale  nei  terreni  glucosati  è  il  seguente  : 
ottimo  di  -temperatura  30°  C.  in  condizione  aerobica  ;  preferenza 
pei  terreni  glucosati  neutri  o  leggermente  acidificati  con  acido  tar- 
tarico. 

Sviluppo  nel  brodo  in  forma  di  deposito  polverulento,  lasciando 
il  mezzo  del  liquido  limpido.  Produzione  di  velo  alla  superfìcie  dello 
stesso.  Sviluppo  di  gas  fin  dal  primo  giorno. 

Sopra  agar-agar  (V.  tav.  VI,  fig.  1,  2  e  3),  a  piatto,  coloniette 
staccate  di  forma  rotonda,  cupoliforme,  a  bordi  lisci  poco  elevati 
dalla  superficie  del  terreno  :  colore  dapprima  bianco  lattiginoso,  in 
seguito  bianco  sporco.  Per  strisciamento:  linea  in  forma  di  patina 
umida  a  margini  lisci.  Per  infissione  :  fittone  in  forma  di  nastro,  con 
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produzione  di  barbe  laterali,  più  numerose  verso  la  regione  superfi- 
ciale, dove  lo  sviluppo  prende  l'aspetto  di  chiodo  a  superficie  liscia 
splendente  con  colorito  cereo,  solcature  a  modo  di  raggi,  e  bordi 
lisci," 

Sopra  patate,  barbabietole,  banane,  nessuna  differenza  notevole 
rispetto  a  ciò  che  fu  notato  nel  microrganismo  del  caso  precedente, 
a  somiglianza  del  quale  non  coagula  nè  acidifica  il  latte,  come  pure 
non  fluidifica  la  gelatina,  almeno  da  quello  che  si  può  giudicare  per 
vari  mesi  di  osservazione  continuata. 

Esperimenti  di  inoculazioni  in  animali: 

A)  Materiale  proveniente  da  vegetazioni  della  bocca,  emulsionato 
in  brodo  glucosato. 

Coniglio  n.  1  :  inoculazione  subcutanea  ad  una  gamba  e  scarifica- 
zione sulla  lingua.  Risultato  negativo. 

Gattino  n.  1  :  idem  idem. 

Scimmia  n.  1  (M.  Estrella)  :  idem  idem. 

Cavia  n.  1  :  inoculazione  idem.  Risultato  :  morte  dopo  73  giorni. 
Animale  molto  dimagrato  ;  ha  perduto  i  peli  della  regione  addomi- 
nale. Muscolatura  flaccida.  Liquido  citrino  peritoneale.  Poche  e  pic- 
cole glandolo  linfatiche  e  mesenteriali,  ciascuna  della  grandezza  pili 
o  meno  di  un  cece.  Fegato  e  milza  alquanto  congesti.  Nulla  negli 
altri  organi.  Piccolissime  vegetazioni  sulla  mucosa  gengivale,  in  forma 
di  piccoli  condilomi  acuminati  sulla  regione  di  scarificazione.  L'esame 
microscopico  relativo  mostra  presenza  di  un  enorme  numero  di  pa- 
rassiti somiglianti  a  quelli  riscontrati  nelle  lesioni  dell'uomo. 

Colture  in  agar  glucosato  fatte  con  liquido  peritoneale  o  con  sangue 
tirato  dal  cuore  o  con  le  vegetazioni  gengivali,  diedero  risultato 
negativo. 

B.  Materiale  di  glandola  linfatica  crurale  emulsionata  come  sopra. 
Topo  bianco  n.  1  :,  inoculazione  sottocute  presso  la  radice  della 

coda  e  lo  scroto.  Risultato  negativo. 

Coniglio  n.  2:  inoculazione  sottocute,  regione  inguinale.  Risultato 
negativo. 

Scimia  n.  2  (M.  Estrella):  scarificazione  sulla  mucosa  della  bocca 
e  inoculazione  sottocutanea  sulla  regione  di  un  braccio.  Risultato 
negativo. 

Cavia  n.  2  :  inoculazione  sottocutanea  regione  mammellare  e  sca- 
rificazione nella  mucosa  della  bocca.  Risultato  negativo, 

C.  Materiale  proveniente  dall'ulcerazione  del  piede. 

Gattino  n.  2  :  inoculazione  subcutanea  regione  inguinale  e  scarifi- 
cazione sulla  mucosa  gengivale.  Risultato  negativo. 
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Cavia  n.  3  :  inoculazione  nel  testicolo.  Morte  dell'animale  dopo 
circa  8  mesi.  Liquido  peritoneale,  molte  glandole  linfatiche  ciascuna 
della  grandezza  di  un  piccolo  fagiuolo,  in  varie  regioni  dell'organismo. 
Grande  tumore  di  milza.  L'esame  istologico  relativo  a  quest'organo 
ha  rivelato  una  ricca  proliferazione  connettivale  in  mezzo  a  focolai 
di  linfociti,  entro  cui  si  notavano  una  grandissima  quantità  di  cellule 
giganti,  molte  delle  qua]i  con  protoplasma  ricco  di  spazi  chiari  di 
aspetto  vacuolare.  Ricerche  del  bacillo  di  Koch  diedero  risultato  ne- 
gativo. Colture  sopra  agar  glucosato  o  glicerinato,  tanto  alle  tempe- 
ratura di  30°  che  di  40°  C,  rimasero  sterili. 

D.  Materiale  di  colture  in  brodo  glucosato  di  circa  un  mese  d'età. 

Coniglio  n.  3:  materiale  cmc.  0.50  tirato  dal  sedimento;  inocu- 
lazione intraperitoneale  e  nelle  masse  muscolari  della  lingua.  Morte 
dell'animale  dopo  5  giorni.  Focolai  necrotici  nella  regione  cutanea  e 
muscolare  attraversata.  Molte  glandole  linfatiche  sottomascellari  e 
mesenteriali,  alcune  di  queste  caseificate.  Grandissimo  numero,  nelle 
stesse,  di  forme  torulacee  d'aspetto  rotondo  o  rotondoide,  molte  delle 
quali  in  fasi  di  gemmazione.  Colture  abbondanti  simili  a  quelle  del 
materiale  inoculato. 

Cavia  n.  4  :  inoculazione  sottocutanea  nella  regione  inguinale.  Morte 
dell'animale  dopo  51  giorni.  Organismo  molto  dimagrito.  Varie  glan- 
dole linfatiche  in  differenti  regioni.  Nessuna  alterazione  apparente 
negli  organi  interni.  L'esame  delle  glandole  linfatiche  verificò  la  pre- 
senza di  scarsi  parassiti  intra  o  extra  cellulari  come  nel  caso  prece- 
dente. Colture  abbondanti. 

Varie  altre  cavie  e  conigli,  nonché  altre  due  scimie  furono  ino- 
culate con  abbondante  materiale  di  coltura,  ma  non  diedero  alcun 
risultato.  Alcuni  animali  in  esperimento  sono  tuttavia  in  osservazione. 

Lo  studio  di  questo  caso  clinico  è  sopra  tutti  i  precedenti  parti- 
colarmente interessante,  inquantochè  permette  di  completare  le  co- 
gnizioni sull'andamento  morboso  e  sulla  natura  parassitaria  della 
malattia.  Resta,  difatti,  assodato  che  l'affezione  può  propagarsi  al  si- 
stema respiratorio  ed  offrire  un  quadro  molto  rassomigliante  a  quello 
della  tubercolosi  polmonare,  dalla  quale,  però,  si  può  differenziare 
per  mancanza  di  cutireazione  del  paziente  alla  tubercolina,  il  che  sta 
d'accordo  con  l'assenza  dei  bacilli  di  Koch  nel  materiale  patologico, 
d'altra  parte,  il  risultato  negativo  ottenuto  con  la  reazione  di  Was- 
sermann e  l'insensibilità  dell'affezione  anche  al  606  di  Ehrlich  offrono 
ancora  nuove  prove  contro  un'eventuale  supposizione  clinica  di  sifilide 
al  riguardo  delle  lesioni  esterne.  Invece,  la  riproduzione  perfetta  delle 
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vegetazioni  e  dei  corpuscoli  parassitari  sulla  mucosa  della  bocca  di 
una  cavia  non  lasciano  il  più  piccolo  dubbio  sul  rapporto  causale 
di  questi  con  l'affezione. 

Quanto  alla  curva  febbrile  relativa  all'ammalato  è  da  supporsi  che 
anche  essa  sia  caratteristica,  essendo  corrispondente  più  o  meno  al 
tipo  febbrile  accusato  nella  storia  del  mio  primo  caso  avanti  regi- 
strato. Del  resto,  essa  è  più  o  meno  rassorrdgliante  a  quella  che  si 
può  osservare  in  alcuni  processi  cronici  di  suppurazione. 

Finalmente  è  degno  di  rilievo  il  miglioramento  dei  sintomi  locali 
ottenuto  nella  bocca  del  paziente  dietro  l'applicazione  del  radium,  a 
cui  devesi  certamente  la  rapida  soppressione  della  scialorrea. 

Rispetto  ai  raggi  X,  se  si  pone  mente  all'enorme  numero  di  forme 
degenerate  presentato  dal  parassita  nei  tessuti  delle  glandole  linfa- 
tiche crurali,  non  si  può  escludere  un'azione  deleteria  che  la  loro 
ripetuta  applicazione  abbia  esercitato  sulla  vitalità  dello  stesso;  po- 
trebbe quindi,  darsi  che  essi  in  altro  caso  adoperati  a  tempo  sulle 
lesioni  appena  iniziali  potessero  arrivare  ad  arrestare  il  processo 
morboso  ed  impedire  conseguentemente  la  propagazione  dello  stesso 
nell'organismo  del  paziente. 

Ricorderò  ora  un  caso  registrato  dal  Carini  (1),  i  di  cui  preparati 
microscopici  relativi,  al  pari  di  quelli  del  Lutz,  gentilmente  favoritimi, 
furono  anche  da  me  esaminati  per  un'osservazione  comparativa. 

Italiano,  44  anni  d'età;  contadino,  dimorante  in  Brasile  da  molti 
anni.  Nessun  antecedente  ereditario.  Nè  sifilide,  nè  tubercolosi  per- 
sonale. Un  anno  addietro  aveva  cominciato  a  notare  la  comparsa  di 
un  piccolo  indurimento  sulla  volta  palatina,  ii  quale,  a  poco  a  poco, 
andò  estendendosi  fino  all'ugula  e  ai  pilastri.  L'esame  fisico  constatò 
la  presenza  di  un  grande  numero  di  vegetazioni  papillomatose  mam-  . 
mellonari  con  sede  sul  palato  duro  e  molle,  coperto  in  alcuni  punti 
da  un  essudato  fibrinoso  giallastro.  Le  glandolo  linfatiche  del  collo 
erano  ingorgate.  Piccola  difficoltà  nella  deglutizione.  L'esame  istologico 
dell'ugula  mostrò  epitelio  ispessito;  zone  limitate  di  infiltrazioni  più 
o  meno  abbondanti,  e,  in  mezzo  a  queste,  numerose  cellule  giganti, 
alcune  delle  quali  con  100  nuclei  o  più.  Presenza  di  corpuscoli  paras- 
sitari intra  o  extra  cellulari  in  forma  di  spazi  chiari  limitati  da  una 
membrana,  i  quali  qualche  volta  presentavano  un  contenuto  che 
prendeva  i  colori  nucleari. 

Colture  e  inoculazioni  del  materiale  non  diedero  alcun  risultato. 

Mancano  altre  informazioni  sul  decorso  ulteriore  dell'affezione,  ma 
notizie  ricevute  informano  che  il  paziente  cessò  di  vivere  dopo  lunghi 
mesi  di  malattia. 


(1)  A.  Carini.  JJm  caso  de  blastomycose  com  localizagao  primitiva  na 
mucosa  da  bocca.  Rev.  da  Soc.  Se.  de  S.  Paulo,  1908. 
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Considerazioni  generali. 

La  localizzazione  delle  lesioni  nella  cavità  della  bocca,  l'aspetto 
microscopico  e  la  struttura  istologica  delle  stesse,  nonché  il  reperto 
parassitario  del  materiale  patologico  relativo,  sono  così  tipici  e  carat- 
teristici nei  casi  avanti  riportati,  che  non  può  rimanere  dubbia  la 
loro  identità  e  la  natura  micotica  del  processo  morboso.  Se  poi  ancora 
si  consideri  che,  fuori  degli  stessi,  altri  casi  sono  stati  osservati, 
sebbene  solo  clinicamente,  i  quali  ci  furono  riferiti  da  colleghi  com- 
petenti e  degni  di  fede,  si  ha  una  nuova  ragione  per  pensare  che  ben 
più  frequente  di  quanto  possa  immaginarsi  debba  essere  in  Brasile 
la  gravissima  affezione  da  essi  rappresentata.  Sarà  quindi  bene  rias- 
sumere i  suoi  caratteri,  quali  risultano  dalle  nostre  osservazioni. 

Neoformazioni  sulla  mucosa  della  bocca,  in  forma  di  infiltrazioni 
callose,  situate  sia  sulle  labbra,  che  sulla  base  o  sui  margini  della 
lingua,  o  di  piccole  papule  pseudo  tubercolari  sull'ugula  o  sui  pilastri, 
ovvero  di  vegetazioni  papillomatose  isolate  o  confluenti,  sulla  mucosa 
delle  guancie  o  delle  gengive,  ricordanti  l'aspetto  di  condilomi  acu- 
minati o  di  una  testa  di  cavolfiore.  Ulcerazioni  torpide  a  fondo  ve- 
getante, papillomatoso,  sulla  pelle  del  corpo,  ordinariamenee  in  sede 
e  numero  molto  limitato.  Ingorgo  di  glandole  linfatiche  nelle  regioni 
corrispondenti  alle  lesioni.  Alterazioni  del  sistema  respiratorio,  con 
zone  di  ottusità  polmonari,  tosse  stizzosa  e  catarro  bronchiale  più  o 
meno  diffuso,  frequentemente  accompagnata  da  espettorato  sangui- 
nolento. Febbretta  serotina  intermittente,  di  leggera  elevazione,  in 
periodi  di  vari  giorni  continuati,  intercalati  da  temperatura  normale 
o  subnormale  per  un  tempo  più  o  meno  lungo.  Profusi  sudori  notturni. 
Prostrazione  di  forze  sempre  crescente.  Copiosa  ed  incessante  sali- 
vazione. Senso  di  difficoltà  nell'atto  di  inghiottire.  Dolori  più  o  meno 
trafittivi  nella  cavità  della  bocca.  Caratteristico  velamento  della  voce, 
la  quale  può  arrivare  fino  a  completa  afonia.  Diazoreazione  di  Ehrlich 
nelle  orine.  Mancanza  di  cutireazione  del  paziente  alla  tubercolina 
di  Koch.  Assenza  di  bacilli  di  Koch  sia  nell'espettorato,  che  nei 
tessuti  delle  lesioni.  Presenza  di  corpicciuoli  parassitari  intra  o  extra 
cellulari  in  forma  di  pseudo  coccidi  o  di  blastomiceti  nel  materiale 
patologico.  Struttura  a  tipo  tubercolare  nell'istologia  delle  lesioni 
stesse.  Resistenza  della  malattia  alle  cure  ordinarie  e  alle  cure  anti- 
sifilitiche. Insensibilità  dell'affezione  al  mercurio  e  al  joduro  di  po- 
tassa. Decorso  cronico  di  vari  mesi  od  anni.  Morte  del  paziente  in 
seguito  ad  estrema  cachessia. 
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Ecco  il  quadro  clinico  e  anatomo-patologico  dell'infermità,  che, 
per  altro,  può  solo  parzialmente  venir  constatato,  essendo  che,  per 
la  lunga  durata  del  processo,  il  quale  ordinariamente  è  di  carattere 
abbastanza  torpido,  le  lesioni  possono  rimanere  lungamente  limitate 
alla  sola  cavità  della  bocca,  onde  ebbero  l'origine. 

Ma  per  la  diagnosi  bisogna  tener  presente  che  un'altra  non  meno 
interessante  affezione  s'incontra  nel  Brasile,  le  di  cui  manifestazioni 
localizzate  nella  bocca  potrebbero  andar  confuse  con  le  precedenti, 
ed  è  una  speciale  forma  di  Leishmaniosi  da  me  stesso  scoperta  e 
individualizzata. 

In  questa,  però,  le  lesioni,  invece  che  di  infiltrazioni  callose  o  di 
escrescenze  papillomatose,  hanno  forma  ed  aspetto  di  granulazioni 
pseudo  tubercolari,  meglio  ancora,  pseudo  vescicolosi,  ordinariamente 
liscie,  coperte  di  una  secrezione  semitrasparente  caratteristica  oppure, 
in  uno  stadio  più  avanzato,  prendono  l'aspetto  di  masse  vegetanti 
granulate,  coperte  di  secrezione  più  o  meno  abbondante  di  colorito 
giallastro  ed  aspetto  cremoso.  In  tutti  i  modi,  un  esame  microscopico 
può  differenziare  facilmente  le  due  malattie,  inquantochè  nel  materiale 
patologico  di  quest'ultimo  non  si  rinvengono  i  corpuscoli  a  forma  di 
pseudo  coccidi  o  di  blastomiceti,  ma  si  possono  incontrare  i  caratte- 
ristici binucleati  del  genere  Leishmania,  i  quali  nelle  sezioni  istologiche 
sono  disseminati  nel  mezzo  di  focolai  di  infiltrazione  che  non  pre- 
sentano alcuna  disposizione  caratteristica. 

Quanto  ai  casi  descritti  dal  Breda  sotto  il  titolo  di  Buba  Brasi- 
liana, ho  già  detto  in  altre  occasioni  che,  da  quanto  mi  pare,  dalla 
letteratura  (1)  alcuni  debbono  essere  identificati  con  l'affezione  mi- 
cotica,  altri  (credo  la  maggior  parte)  con  la  protozoica  a  cui  mi 
sono  riferito. 

Rispetto  all'affezione  micotica  bisogna  anche  rilevare  il  fatto  dello 
stato  di  degenerazione  che  i  parassiti  possono  presentare  fino  al  punto 
di  assumere  un  aspetto  vacuolare  nelle  cellule  in  cui  si  trovano  ospi- 
tate, fatto  che  può,  fino  ad  un  certo  punto,  spiegare  da  un  lato  la 
loro  irriconoscibilità  nei  tessuti  istologici  delle  lesioni,  dall'altro  il 
risultato  negativo  che  si  può  avere  della  loro  coltura  e  della  loro 
inoculazione  negli  animali  da  esperimento. 


(1)  F.  Rho,  Casuistica  di  Buba  Brasiliana,  studiata  dal  prof.  A.  Breda. 
Trattato  malattie  tropicali,  pubbl.  da  Mense:  trad.  italiana,  voi.  IV".  To- 
rino, 1909. 
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Quale  la  patogenesi  di  questa  affezione  ? 

La  localizzazione  primitiva  delle  lesioni  nelle  cavità  della  bocca 
farebbe  credere  che  il  germe  infettante,  non  essendo  certamente  co- 
mune abitatore  di  essa,  venisse  trasportato  sulla  mucosa  dal  mondo 
esterno  mediante  corpi  estranei,  e  più  probabilmente  per  mezzo  di 
alimenti  crudi.  Tale  opinione  potrebbe  essere  avvalorata  dal  ricordo 
del  fatto  già  conosciuto  che  numerosi  funghi  vivono  sulla  superficie 
delle  frutta,  alcuni  dei  quali,  per  esempio  i  blastomiceti  del  Sanfe- 
lice,  sono  dotati  di  notevole  potere  patogeno,  ma  non  si  hanno  an- 
cora dati  positivi  al  rispetto. 

Certo  si  è  però  che,  qualunque  sia  la  porta  e  il  meccanismo  d'en- 
trata, una  certa  elettività  esso  deve  presentare  per  i  tessuti  della 
mucosa  della  bocca,  fatto  del  resto  niente  affatto  strano  una  volta 
che  si  conosce  l'esempio  delVoidium  albicans  causatore  del  mughetto 
e  quello  degli  elementi  micotici  dal  Gangitano  rinvenuti  nei  tessuti 
del  cosidetto  tumore  infiammatorio  delle  glandole  salivari  (1). 

Checché  ne  sia,  il  parassita,  a  quanto  pare,  stabilisce  la  prima 
sede  negli  interstizi  epiteliali,  dove  ha  luogo  la  sua  primitiva  ripro- 
duzione e  moltiplicazione,  e  l'organismo  del  paziente  reagisce,  in  sito, 
dapprima  con  iperplasia  dell'epitelio  e  con  formazione  di  globi  epi- 
teliali, in  seguito  con  infiltrazione  leucocitaria  e  formazione  di  cellule 
giganti,  il  cui  ufficio  fagocitarlo  non  può  essere  messo  in  dubbio; 
seguono ,  poi  ,  formazioni  di  ascessolini  e,  quindi,  neoformazioni 
connettivali,  sembrando  tutto  ciò  lo  sformo  che  l'organismo  mette  in 
pratica  per  circoscrivere  il  focolaio  parassitario  e  per  difendersi  o 
per  liberarsi  dal  microrganismo  invasore.  Questo,  per  altro,  non  di 
rado,  prende  il  sopravvento,  supera  la  barriera  che  gli  viene  posta 
dinanzi  e  si  trapianta  negli  strati  dei  tessuti  profondi,  disseminan- 
dosi finalmente,  principalmente  attraverso  le  vie  linfatiche,  nelle  più 
lontane  regioni  dell'intero  organismo. 

È  indiscutibile  l'analogia  istologica  e  parassitaria  che  questo  pro- 
cesso morboso  osservato  in  Brasile  presenta  con  l'affezione  di  Po- 
sadas  e  Wernicke  sopra  menzionata;  ma  bisogna  ricordare  che  i 
corpuscoli  parassitari  in  questa  rinvenuti  non  solo  hanno  forma  di 
pseudo-coccidi,  ma  sorio  anche  caratterizzati  da  sporulazione  endo- 
gena e  non  presentano  giammai  alcuna  fase  di  gemmazione  nei  tes- 
suti delle  lesioni,  ragione  per  cui  per  lungo  tempo  furono  ritenuti 
come  sporozoi,  fino  a  che  Ophiils  e  Mofifit  (2)  non  riuscirono  a  dimostrare 


(1)  F.  Gangitano.  Riforma  Medica,  anno  XX,  n.  27. 

(2)  OphUls  and  Moffit.  Phil.  Med.  .Tour.,  1900. 
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con  le  colture  la  loro  natura  micotica.  Ciò  non  si  può  dire  dei  nostri 
casi,  dove  mai  si  sono  verificate  fasi  di  sporuiazione  nel  contenuto 
del  corpo  parassitario,  mentre  una  gemmazione  è  stata  frequente- 
mente rinvenuta  alla  periferia  dello  stesso  non  solo  nei  tessuti  delle 
lesioni  immediatamente  fissati  in  formol  10  %,  ma  anche  nel  mate- 
riale patologico  esaminato  a  fresco  subito  dopo  raccolto  dall'orga- 
nismo del  paziente.  Non  si  può,  dunque,  parlare  di  identità  coll'af- 
fezione  di  Posadas  e  Wernicke,  della  quale  numerosi  casi  si  trovano 
registrati  nella  letteratura,  in  maggior  parte  provenienti  dalla  Cali- 
fornia, col  nome  di  granuloma  coccidioide. 

Perfetta  identità  presenta,  invece,  l'aspetto  del  parassita  dei  nostri 
casi  con  quelli  delle  cosidette  blastomicosi  generalizzate  degli  ame- 
ricani (Sistemic  blastomicosis) . 

Tuttavia,  fra  questi  ultimi,  che  pur  ascendono  ormai  a  parecchie 
diecine,  non  ce  n'è  nessuno  la  di  cui  forma  clinica  possa  essere  rite- 
nuta eguale  all'affezione  di  San  Paolo  a  cui  mi  sono  riferito,  sia  pure  il 
caso  di  Montgomery,  unico  dove  fu  riscontrata  una  lesione  sulla  bocca, 
per  quanto  appena  localizzata  sulla  regione  del  labbro  inferiore  (1). 

I  casi  di  San  Paolo,  quindi,  meritano  di  essere  considerati  in  una 
categoria  speciale. 

Saranno  essi  dipendenti  da  una  particolare  specie  parassitaria? 
Ciò  è  ben  possibile,  ma  fino  ad  ora  non  fu  potuto  verificare  per 
mancanza  di  colture  comparative. 

Quello  che,  per  ora,  si  può  dire  dei  microrganismi  dei  miei  casi,  è 
che  essi  hanno  la  proprietà  di  riprodursi  e  moltiplicarsi  nei  terreni 
di  coltura,  sia  con  forme  blastomicetiche  che  con  forme  filamentose, 
e  ricordano  sia  il  comportamento  dei  saccaromiceti,  sia  quello  degli 
oidi  o  degli  endomiceti,  per  la  qual  cosa  meritano  di  essere  classifi- 
cati nel  genere  Zymonema  recentemente  creato  da  De  Beurmann  e 
.Gougerot  (2). 

Tale  tipo  di  evoluzione  colturale  è  costante  nei  tre  stipiti  da  me  ^ 
isolati,  differendo  questi,  fra  di  loro,  appena  per  il  predominio  che  i 
possono  prendere  le  forme  filamentose  su  quelle  blastomicetiche  ri- 
spettive, o  per  la  maggiore  o  minore  dimensione  di  queste,  variabile, 
del  resto,  coi  terreni  di  coltura.  Per  il  resto,  uniforme  è  il  compor- 
tamento nell'organismo  degli  animali  da  esperimento,  rivelalo  dai 
due  stipiti  che  hanno  dimostrato  un  potere  patogeno  sugli  stessi. 


(1)  Montgomery  (D.  W.).  Brit.  Jour.  Dermatology,  1900. 

(2)  Db  Beurmann  et  Gougerot,  Les  cxoascoses.  etc.  Bull,  et  Mém.  de 
la  Soc.  Méd.  des  Hòp.  de  Paris,  année  XXVI,  1909,  un.  26-27. 
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Ritengo,  dunque,  che  essi  rappresentino  varietà  d'una  stessa  specie 
che  denominerò  col  titolo  di  Zymonema  Brasiliense  e  potranno  essere 
distinte  con  l'indicazione  rispettiva  di  a  e.  [i,  lasciando  da  parte  lo 
stipite  che,  nei  miei  esperimenti,  non  ha,  fino  ad  ora,  rivelato  alcuna 
azione  patogena  sugli  animali. 

Qualunque  sia,  intanto,  il  rapporto  che  gli  stessi  possano  avere 
con  altri  funghi  patogeni,  resta  indiscutibile  il  fatto  che  risulta  dalle 
osservazioni  registrate  nel  presente  lavoro,  ed  è  che  essi  sono  capaci 
di  determinare  un'entità  nosologica  tutta  particolare  dominante  in 
Brasile,  caratterizzata,  principalmente,  da  lesioni  nodulo-ulcerative, 
vegetanti,  localizzate  nella  cavità  della  bocca,  e  tale  infermità  non 
trova  riscontro  nella  letteratura  medica  di  altri  paesi. 

SPIEGAZIONE  DELLE  TAVOLE. 

Tav.  I  (caso  IV). 

Fio.  1.  —  Vegetazioni  sulla  mucosa  della  guancia  sinistra. 
Fio.  2.  —  Vegetazioni  cutanee  sul  piede. 
Fio.  3.  —  Radiografia  del  torace. 

Fio.  4.  —  Parassiti  riscontrati  nell'ulceraziorie  del  piede.  Preparazione  per 

dilacerazione:  esame  a  fresco. 
Fio.  5.  —  Parassiti  riscontrati  nella  polpa  della  glandola  linfatica  crurale: 

esame  a  fresco. 

Fio.  6.  —  Parassiti  rinvenuti  ne'  tessuti  delle  vegetazioni  esperimentali 
nella  bocca  di  una  cavia:  esame  a  fresco.  Ingrandimento  dei 
parassiti  circa  mille  d. 

Tav.  II  (caso  IV). 

FiG.  L  —  Vegetazione  della  mucosa  boccale.  Sezione  verticale:  piccolo 

ingrandimento. 
Fio.  2.  —  Glandola  linfatica  crurale.  Id.  id. 
Fio.  3.  —  Vegetazione  dell'ulcera  del  piede.  Id.  id. 

FiG.  4-5-6.  —  Cellule  giganti  con  parassiti  incinsi.  Vedonsi  fasi  di  dege- 
nerazione parassitaria  nelle  fig.  5  e  6;  in  quest'ultima  i  pa- 
rassiti sono  diventati  irriconoscibili,  simulando  de'  vacuoli 
cellulari.  Ingrandimento  circa  mille  d. 

Tav.  Ili  (caso  IV). 

Sezioni  verticali  di  vegetazioni  cutanee.  Ingrandimento  di  circa  mille  d. 

Si  vede  il  rapporto  de'  parassiti  co'  tessuti  epiteliali  e  l'alte- 
razione istologica  di  questi.  Microascessi  intraepiteliali.  Fi- 
gure 4-5-6. 
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Tav.  IV  (caso  I). 

FiG.  1.  —  Infiltrazione  linguale.  Sezione  verticale.  Si  vede  un  microascesso 
intraepiteliale.  Piccolo  ingrandimento. 

FiG.  2.  —  Vegetazione  del  piede.  Sezione  trasversale.  Piccolo  ingrandi- 
mento. 

FiG.  3.  —  Parassiti  liberi  in  un  focolaio  d'infiltrazione.  Fase  di  gemma- 
zione parassitaria. 

FiG.  4.  —  Parassiti  contenuti  in  una  piccola  cellula  gigante  (vegetazione 
del  piede). 

Fio.  5.  —  Un  parassita  contenuto  dentro  un  microascesso  intraepiteliale 

(vegetazione  del  piede). 
FiG.  6.  —  Un  parassita  contenuto  dentro  un  microasceaso  intraepiteliale 

(infiltrazione  linguale).  Vedesi  anche  bene  l'alterazione  del 

tessuto  in  forma  di  perle  epiteliale.  Fig.  3-4-5-6  ingrandimento 

circa  mille  d. 

Tav.  V  (caso  III). 

Fio.  1-2.  —  Vegetazione  papillomatosa  della  mucosa  boccale.  Sezione 

verticale.  Ulcerazione,  nella  fig.  2. 
Fig  3.  —  Glandola  linfatica  sopraclavicolare.  Piccolo  ingrandimento. 
Fig.  4-5-6-7.  —  Parassiti  inclusi  dentro  cellule  giganti.  Ingrandimento 

circa  mille  d. 

Tav.  vi. 


Fio.  1-2-3. 
Fig.  4-5-6. 


—  Colture  in  agar-glucosio  relative  al  microrganismo  patogeno 
del  caso  IV. 

—  Id.  id.  caso  III. 


Splendore  —  Un'affezione  micofica,  ecc. 


Onoranze  al  prof.  A.  Celli. 


Tav.  I. 


A.  Splendore  —  UìCaffesione  micotica,  ecc. 


Onoranze  al  prof.  A.  Colli. 


Tav.  II. 


Fig.  3. 


Fig.  6. 


A..  Splendore  —  Un'affesione  micotica,  ecc. 


Onoranze  al  prof.  A.  Celli. 


Tav.  III. 


Fig.  5. 


Fig.  6. 


A.  Splbndokb  —  Un'affesione  micotica,  ecc.  Onoranze  al  prof.  A.  Celli 

Tav.  IV. 


Fig.  2. 


Fig.  6. 


A.  Splendore  -  Un'affezione  micotica,  ecc. 


Onoranne  al  prof.  A.  Celli. 


Tav.  V. 


Kg.  3. 


Fig.  7 


A.  Splendore  — 


Uii'affesione  micotica,  ecc. 


Onoranze  al  prof.  A  Celli. 


Considerazioni  e  ricerche  sull'importanza  del- 
l'autolisi  della  ììbrina  nella  patologia  della 
polmonite 

per  il  dott.  M.  ALMAGIA'. 

.  La  crisi  nel  polmonitico  rappresenta  di  regola  l'inizio  della  guari- 
gione. Essa  si  preannunzia  con  una  defervescenza  brusca  della  tem- 
peratura, che,  prima  molto  elevata,  torna  al  normale  o  anche  al  di 
sotto  del  normale.  La  frequenza  del  polso  diminuisce  e  si  mitigano 
tutti  i  sintomi  generali.  La  tosse  e  la  dispnea  quasi  cessano;  la  pelle 
si  ricopre  di  sudore  e  la  quantità  dell'urina  aumenta.  A  questo  ra- 
pido, improvviso  cambiamento  dello  stato  generale  del  malato,  corri- 
sponde il  senso  di  miglioramento  subiettivo,  che  dà  la  sensazione 
della  guarigione  imminente.  Però  a  questo  cambiamento  critico 
sopravvenuto  nello  stato  generale  dei  malato,  non  corrispondono  le 
condizioni  locali  rilevabili  coU'esame  obiettivo,  in  quanto  la  percus- 
sione e  l'ascoltazione  dimostrano  il  permanere  dei  sintomi  di  epatiz- 
zazione,  quali  l'ottusità,  la  broncofonia,  il  soffio  bronchiale,  ecc.;  a 
questi  si  aggiungono  qua  e  là  abbondanti  rantoli  crepitanti,  che  te- 
stimoniano il  solo  fatto  nuovo  rilevabile  con  l'esame  obiettivo  e  cioè 
l'iniziata  fluidificazione  del  blocco  di  essudato  polmonare.  Soltanto  nei 
giorni  seguenti  i  vari  fenomeni  svaniscono  gradatamente. 

La  patogenesi  di  questa  crisi  è  rimasta  sempre,  malgrado  le  mol- 
tissime ricerche,  misteriosa  e  tanto  più  interessante  se  ne  presenta 
lo  studio,  in  quanto  i  lavori  degli  ultimi  anni,  tendenti  a  ritrovarne 
la  ragione  nel  prodursi  di  nuove  sostanze,  di  anticorpi,  giusta  la 
tendenza  delle  nuove  dottrine  immunitarie,  ci  hanno  dimostrato  che 
la  crisi  della  polmonite  non  si  produce  in  virtù  di  questi  supposti 
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meccanismi,  ma  per  qualche  altra  cosa  che  rimane  ancora  un'inco- 
gnita. Io  ho  fermato  la  mia  attenzione  sull'unico  fatto,  che,  come 
no  già  detto,  risulta  apprezzabile  nella  crisi  con  l'esame  obiettivo  e 
cioè  sulla  fluidificazione  dell'essudato  polmonare,  che  riempie  gli 
alveoli  scacciandone  l'aria.  Nel  primo  tempo  della  malattia  e  cioè 
nel  periodo  detto  di  essudazione,  i  vasi  sanguigni  delle  pareti  alveo- 
lari sono  dilatati  e  sovrappieni  di  sangue;  da  essi  trasuda  un  liquido 
vischioso,  ricco  in  albumina,  ed  emigrano  nello  spazio  alveolare  leu- 
cociti ed  emazie.  Nello  stadio  della  epatizzazione  i  prodotti  infiam- 
matori contenuti  negli  alveoli  si  coagulano  e  si  solidificano;  fra  i 
vari  elementi  cellulari  dell'essudato  compaiono  dei  filamenti  di  fibrina, 
che  formano  una  rete  la  quale  trattiene  gli  elementi  cellulari.  Lo 
stadio  della  risoluzione  incomincia  con  il  liquefarsi  delle  mas?se  coagu- 
late dell'essudato.  La  massa  colliquata  scompare  gradatamente,  ia 
massima  parte  riassorbita  dai  vasi  sanguigni  e  dai  linfatici,  in  parte 
espettorata. 

Può  esserci  un  rapporto  tra  questo  fatto  nuovo  rilevabile  eoa 
l'esame  obiettivo  p  l'insorgenza  della  crisi  ?  Prima  di  riferire  le  espe- 
rienze mie  personali,  fatte  con  lo  scopo  di  trovare  una  risposta  al 
quesito  propostomi,  ritengo  utile  far  precedere  un  breve  riassunto 
delle  cognizioni  che  si  hanno  sul  fenomeno  della  fluidificazione  del- 
l'essudato fibrinoso  e  sulle  modificazioni  chimiche  che  si  svolgono  in 
esso  nello  stadio  della  risoluzione  dell'infezione  polmonitica. 

È  noto  che  la  fibrina,  ottenuta  dal  sangue  sbattuto,  si  discioglie 
facilmente  nelle  soluzioni  saline  a  diverse  concentrazioni.  Questo 
fatto  venne  interpretato  variamente  dai  diversi  sperimentatori,  alcuni 
dei  quali,  come  il  Robin  ed  il  Salkowski,  credettero  trattarsi  di  un 
fenomeno  di  putrefazione  dovuto  alla  presenza  di  saprogeni;  però  il 
Dastre  ottenne  la  dissoluzione  della  fibrina  in  soluzioni  saline,  cer- 
cando di  lavorare  nelle  condizioni  di  maggiore  sterilità.  L'Arthus  ad- 
dizionò il  liquido  con  floruro  sodico  all'I  %  e  ciò  non  ostante  ottenne 
la  dissoluzione.  Il  Green  sperimentò  mantenendo  la  soluzione  salina 
a  bassa  temperatura  ed  ottenne  ancora  la  dissoluzione.  Sorse  in  alcuni 
l'idea  che  questa  dipendesse  da  un  fattore  fisico  e  cioè  da  una  in- 
fluenza diretta  dei  sali  contenuti  in  soluzione,  sulla  fibrina,  che 
avrebbe  assunto  un  nuovo  stato  di  aggregazione,  senza  mutare  la 
propria  composizione  chimica.  È  questa  la  teoria  della  dissoluzione 
semplice,  propugnata  specialmente  dal  Denis,  dallo  Zimmermann, 
dall'Hammastern,  dal  Fermi,  ecc.  Il  Dastre  invece  sostenne  trattarsi 
di  un  fenomeno  enzimatico,  di  una  fibrinolisi  per  digestione,  e  ciò  in 
base  allo  studio  chimico  dei  prodotti  della  dissoluzione,  nei  quali 
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riscontrò  la  presenza  di  proteosi  e  di  peptoni.  Anche  il  Green  ne 
ijolò  due  globuline,  una  coagulabile  a  55",  che  chiamò  a  globulina  e 
l'altra  coagulabile  a  75°,  che  disse  P  globulina.  Ciò  fece  concludere 
al  Dastre  che  i  prodotti  della  dissoluzione  sono  uguali  a  quelli  della 
digestione,  tra  i  quali  si  riscontrano  appunto  queste  due  globuline. 
Le  ricerche  fatte  nella  Clinica  del  Miiller  sulla  fluidificazione  ed  il 
riassorbimento  degli  essudati  pneumonici,  confermano  l'ipotesi  del 
Dastre  sulla  natura  chimica  del  fenomeno  ed  infatti  il  Miiller,  po- 
nendo nel  termostato  in  acqua  toluolata  dei  polmoni  in  stadio  di 
epatizzazione  grigia,  constatò  che  dopo  24  ore  la  poltiglia  si  era  fatta 
fluida  pur  rimanendo  sterile;  poi  che  la  fibrina,  prima  molto  abbon- 
dante, scompare  progressivamente,  completamente  e  che  in  pari  tempo 
scompare  gran  parte  dell'albumina  coagulabile,  derivandone  deutero 
albumose,  tirosina,  leucina,  lisina  ed  anche  istidina.  L'autolisi  è  meno 
accentuata  nello  stadio  dell'epatizzazione  rossa,  in  confronto  con  la 
epatizzazione  grigia.  Nel  processo  autolitico  dell'essudato  si  trovano 
coinvolti  anche  i  nuclei  e  difatti  nei  prodotti  che  ne  derivano,  vi 
sono  dimostrabili  basi  puriniche.  Le  gocce  di  grasso  che  si  ritrovano 
nei  prodotti  autolitici,  devono  provenire  dalla  lecitina  e  dal  protagone. 
Il  Miiller  ha  anche  ricercato  la  provenienza  del  fermento  che  nel 
processo  polmonitico  induce  le  modificazioni  autolitiche  della  massa 
di  essudato  pneumonico,  massa  che  secondo  il  BoUinger  può  essere 
anche  di  500  gr.  Escluse  che  al  diplococco  si  potessero  attribuire  pro- 
prietà proteolitiche,  escluse  trattarsi  di  azione  dei  germi  della  putre- 
fazione e  ammise  che  l'enzima  debba  provenire  dai  globuli  bianchi, 
che  in  grande  copia  si  accumulano  nel  focolaio  polmonitico,  specie 
nello  stadio  di  epatizzazione  grigia. 

Il  Rulot,  che  sperimentò  con  fibrina  più  leucociti  e  contempora- 
neamente con  fibrina  lavata,  accordò  anch'egli  ai  leucociti  l'impor- 
tanza di  fattore  necessario  perchè  l'autolisi  avvenga,  specialmente 
se  l'aggiunta  dei  leucociti  alla  fibrina  venga  fatta  in  soluzioni  saline 
concentrate,  che,  secondo  lui,  attaccano  e  disgregano  piìi  facilmente 
i  leucociti  mettendone  in  libertà  maggior  copia  di  fermenti.  A  con- 
clusioni analoghe  è  giunto  Flexner,  il  quale  ritiene  che  il  dissolversi 
dell'essudato  intraalveolare  sia  il  risultato  di  un'autolisi  che  viene 
resa  possibile  dai  fermenti  dei  moltissimi  leucociti  che  si  trovano  in 
sito.  Ai  leucociti  alcuni  AA.,  come  per  es.  il  Leyden,  lo  Tchistovitch, 
danno  importanza  sopratutto  per  la  loro  azione  fagocitica.  Il  v.  Leyden 
ammette  che  la  formazione  delle  tossine  per  opera  dei  diplococchi,  si 
j  svolga  localmente  nella  fase  della  epatizzazione  pneumonica  e  ritiene 
che  localmente  i  microorganismi  vengano  resi  innocui  e  disgregati  so- 
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pratutto  per  opera  dei  leucociti.  Invece  Wassermann  fa  derivare  la 
sostanza  immunizzante  da  una  irritazione  specifica  del  midollo  osseo, 
che  diverrebbe  sede  di  produzione  dell'antitossina  e  che  dopo  un 
primo  periodo  di  accumulo  passerebbe  in  circolo  verso  il  5°  giorno 
di  malattia  e  coinciderebbe  quindi  con  l'elevazione  precritica  leuco- 
citaria. Altri  AA.  hanno  supposto  che  l'azione  fagocitica  sia  agevo- 
lata dall'arresto,  dall'impiglio  in  sito  dei  diplococchi  per  opera  della 
fibrina,  alla  quale  attribuiscono  quindi  azione  protettiva  meccanica. 
Si  volle  anche  ritrovare  da  alcuni  la  causa  della  crisi  nell'accumu- 
larsi  di  anticorpi  che,  raggiunto  un  certo  grado  di  concentrazione, 
renderebbero  innocui  nn  grande  numero  di  diplococchi,  che  poi  soc- 
comberebbero alla  fagocitosi.  Però  altri  negarono  che  la  guarigione 
critica  della  polmonite  fosse  da  attribuire  a  formazione  di  anticorpi 
che  non  ritrovarono  e  certamente  rimane  il  fatto  dimostrato  che 
anche  durante  e  dopo  la  crisi  i  diplococchi  sono  virulenti.  Quindi 
l'immunizzazione  dell'individuo  non  può  avvenire  par  azione  diretta 
sul  diplococco  da  parte  di  anticorpi  o,  per  lo  meno,  questi  non  pos- 
sono rappresentare  il  solo  fattore  della  crisi. 

Io  ho  insistito  precedentemente  nel  porre  in  rilievo  la  coincidenza 
costante  della  crisi  con  l'autolisi  dell'essudato  polmonare  ;  ora  pongo 
il  quesito  se  i  due  fatti  possano  essere  collegati  in  rapporto  di  causa 
ad  effetto  e  cioè  se  l'autolisi  della  fibrina,  che  si  verifica  in  coinci- 
denza con  la  crisi,  non  sia  da  considerarsi  come  un  fattore  difensivo 
dell'organismo  di  fronte  all'infezione  diplococcica.  I  risultati  delle 
esperienze  da  me  fatte  nell'intento  di  cercare  se  confermassero  l'ipo- 
tesi depongono  in  senso  ad  essa  favorevole. 

Esperiensie. 

Sono  state  fatte  in  vitro  ed  in  vivo.  Mi  sono  valso  di  giovani 
conigli,  di  diplococchi  molto  virulenti,  di  autolizzato  di  fibrina 
estratta  dal  sangue  di  cavallo  e  di  coniglio.  Il  sangue,  ottenuto  per 
salasso  da  un'arteria,  veniva  sbattuto  per  separarne  la  fibrina,  che 
poi  lavavo  a  lungo  in  acqua  corrente;  poi  la  addizionavo  con  solu- 
zione fisiologica  nella  proporzione  del  10  %  e  stratificando  con  toluolo, 
ponevo  nella  stufa  a  37"  agitando  spesso.  In  alcune  esperienze  ado- 
perai l'autolizzato  ottenuto  dopo  permanenza  breve  (3-7  giorni)  alla 
stufa,  in  altre  dopo  permanenza  prolungata  (15  giorni  e  più):  chiamo 
il  primo  autolizzato  recente,  e  vecchio  il  secondo.  Mi  assicurai  con 
esperienze  preliminari  di  controllo,  della  innocuità  dell' autolizzato, 
anche  se  iniettato  oltre  i  limiti  voluti  dalle  ricerche. 
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Esperienza  I.  —  P  giornata.  Pongo  in  termostato  a  37°  :  1  cmc. 
di  autolizzato  recente  e  tre  gocce  di  sangue  diplococcico,  1  cmc.  di 
autolizzato  vecchio  e  tre  gocce  di  sangue  diplococcico, 

2^  giornata.  Ancora  in  termostato. 

3*  giornata.  Dal  miscuglio  suddetto  faccio  colture  in  agar. 

4*  giornata.  La  coltura  della  fibrina  vecchia  non  dà  sviluppo. 
Quella  della  fibrina  recente  dà  poche  colonie  isolate,  dalle  quali  faccio 
preparati  colorandoli  col  Marino;  alcuni  rari  diplococchi  normali  e 
numerose  catene;  alcune  di  queste  mostrano  quasi  una  fusione  dei 
singoli  individui,  tanto  che  essi  si  differenziano  solo  per  le  strozzature 
che  si  incontrano  a  intervalli  regolari. 

Esperienza  II.  —  P  giornata.  Pongo  in  3  cmc.  di  brodo  quattro 
gocce  della  brodocoltura  di  diplococco.  Quindi  in  due  provette  pongo 
mezzo  cmc.  di  brodo  diplococcico  e  poi  :  nella  P  aggiungo  1  cmc.  di 
fibrina  vecchia,  nella  2^  aggiungo  1  cmc.  di  fibrina  nuova,  e  lascio 
a  37°  per  24  ore. 

Poi  inoculo  due  conigli  di  ugual  peso,  sottocute,  rispettivamente 
con  il  contenuto  delle  due  provette. 

2*  giornata,  ore  17.  Muore  il  coniglio  2.  Sangue  del  cuore  positivo. 
Autopsia  :  alcuni  fiocchi  fibrinosi  nel  peritoneo  ;  milza  quasi  normale  ; 
capsule  surrenali  normali. 

Il  coniglio  I  sta  bene  e  sopravvive  durevolmente. 

Esperienza  III.  —  1"  giornata.  Inietto  tre  conigli  di  circa  gram- 
mi 800-900  sottocute,  con  circa  ^  cmc.  di  sangue  diplococcico 
(d.  m.  1/300  di  goccia). 

Uno  ne  lascio  come  controllo.  Gli  altri  due  li  inietto  subito  nello 
stesso  lato  dell'infezione,  rispettivamente  con  2  ^  e  5  cmc.  di  fibrina 
di  cavallo  autolizzata  a  37°  sotto  toluolo,  previo  lavaggio  in  acqua 
corrente  e  conservata  da  circa  4  mesi. 

2^  giornata.  Muore  il  controllo  dopo  circa  18  ore  dall'iniezione. 

3*  giornata.  I  due  conigli  trattati  stanno  bene. 

4^  giornata.  Li  trovo  morti  al  mattino.  Esame  del  sangue  positivo. 

Esperienza  IV.  —  P  giornata.  Conigli  di  gr.  800-900.  Sangue  di- 
plococcico di  coniglio  (d.  m.  1/200-1/300  di  goccia.  Fibrina  autolizzata 
in  soluzione  fisiologica  sotto  toluolo  a  37°  da  quattro  mesi. 

Inietto  otto  conigli  con  1/10  cmc.  di  sangue  diplococcico  sottocute 
e  poi  : 

1  controllo 

2  dopo  3-4  minuti  iniezione  stesso  lato  di  3  cmc.  fibrina 
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id. 

id. 
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id. 

4 

id. 

lato  opposto 
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ora 

id. 
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id. 
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ora 

stesso  lato 
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id. 
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ore 

id. 

5 

id. 
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10 

minuti 

id. 

5 

id. 

2»  giornata,  ore  9.  Trovo  morti  i  conigli  1  e  6.  Esame  del  sangue 
positivo  per  i  diplococchi  di  Frànkel. 

Inietto  gli  altri  tranne  il  3,  con  3  cmc.  la  mattina  e  2  la  sera. 

Ore  15.  Muore  il  7,  moribondo  il  4.  Gli  altri  un  poco  abbattuti. 

3*  giornata.  Seguitano  abbattuti.  Mangiano  poco.  Meglio  sta  l'S. 
Inietto  ancora  2  cmc.  la  mattina  e  2  la  sera. 
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4!^  giornata.  Trovo  morti  il  2  e  il  5,  All'autopsia  intensa  perito- 
nite fibrinosa;  sangue  ed  essudato  peritoneale  positivi  per  i  diplo- 
cocchi; iperemia  intensa  della  mucosa  intestinale. 

5*^  giornata.  Morto  il  3;  non  peritonite  nè  il  reperto  delle  settice- 
mie gravi  (non  milza  grossa,  con  capsule  emorragiche,  ecc.);  sangue 
positivo. 

Inietto  2  cmc.  all'S  che  è  abbattuto,  ma  non  molto. 
6^  giornata.  Il  coniglio  8  sta  benissimo  e  mangia  con  appetito. 
7^  giornata.  Un  poco  abbattuto.  Non  mangia.  Ripeto  l'iniezione 
con  2  cmc.  Verso  sera  sta  meglio. 
8*  giornata.  Benissimo. 

Esperienza  V.  —  V  giornata,  ore  17,30.  Conigli  di  circa  gr,  800. 

Pongo  in  5  cmc.  di  soluzione  fisiologica  10  gocce  della  seguente 
miscela  :  brodo  3  cmc,  più  6  gocce  di  sangue  diplocoocico  del  con- 
trollo della  precedente  esperienza  e  ne  inietto  14  cmc.  (uguale  a  circa 
un  decimo  di  goccia  di  sangue)  sottocute  ai  due  conigli.  Ad  uno  di 
questi,  dopo  3  minuti,  inietto  nello  stesso  lato  2  cmc.  di  una  solu- 
zione 10  %  di  fibrina  posta  a  40°  da  3  giorni.  L'altro  coniglio  rimane 
come  controllo. 

2^^  giornata.  Muoiono  contemporaneamente  verso  le  ore  16.  Alla 
autopsia  niente  di  caratteristico. 
Esame  del  sangue  positivo. 

Esperienza  VI.  —  P  giornata,  ore  15.  Due  conigli  di  gr.  850, 
ed  uno  di  circa  gr.  800. 

Inietto  tutti  tre  con  1/10  di  goccia,  poi  lascio  come  controllo  uno 
dei  piiì  pesanti  e  inietto  a  distanza  di  3-5  minuti  gli  altri  due  con 
2  cmc.  di  fibrina  posta  a  40°  da  6  giorni. 

2^  giornata,  ore  9.  Trovo  morti  da  poco  i  due  trattati.  All'autopsia 
peritonite  fibrinosa. 

Nel  pomeriggio  sta  male  anche  il  controllo,  che  muore  nella  notte 
seguente. 

All'autopsia,  non  peritonite. 

Esperienza  VII.  —  1^  giornata,  ore  12.  Due  conigli  di  circa  1000 
grammi.  Li  inietto  con  1/10  di  goccia  di  sangue  diplococcico.  Uno 
rimane  come  controllo.  L'altro  lo  inietto  subito  dallo  stesso  lato 
con  5  cmc.  di  fibrina  posta  a  40°  da  5  giorni. 

2=^  giornata,  ore  9.  Il  coniglio  trattato  sta  male  e  muore  verso 
le  10.  Il  controllo  sta  bene. 

Esperienza  VIII.  —  l''  giornata.  Conigli  di  700-900  gr.  Iniezione 
sottocute  di  2-3  cmc.  di  fibrina  nuova. 
4*^  giornata.  Ripeto  l'iniezione. 
9^  giornata.  Inietto  altri  2  cmc.  ad  ognuno. 
23*  giornata.  Altra  iniezione  di  cmc.  2  14 •  Benissimo. 
29"^  giornata,  ore  19.  Inietto  tre  dei  suddetti  conigli,  sottooute  ai 
due  lati  del  ventre. 

1  con  diplococco:  controllo. 

2  con  diplococco  e  fibrina  nuova. 

3  con  fibrina  nuova. 

30*^  giornata,  ore  12.  Muore  il  2. 

3P  giornata,  ore  7.  Trovo  morto  l'I.  Il  3  sta  benissimo  durevol- 
mente. 
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Esperienza  IX.  —  1^  giornata.  Da  un  coniglio  morto  il  giorno 
precedente  per  infezione  diplococcica  ho  preso  il  sangue  del  cuore  e 
addizionatolo  con  brodo,  Vho  lasciato  24  ore  a  37°. 

Oggi  ne  inietto  sottocute  i  seguenti  conigli  di  circa  700  gr.  : 

1  diplococco  Fr.  Controllo. 

2  diplococco  Fr.  e  fibrina  di  2  mesi  5  cmc. 

3  diplococco  Fr.  e  fibrina  di  3  giorni  5  cmc. 

4  diplococco  Fr.  e  fibrina  di  2  mesi  1  cmc.  diluito  a  10  con  solu- 
zione fisiologica. 

Le  iniezioni  vengono  fatte  sottocute  ai  due  lati  del  ventre. 

2^  giornata.  Prima  delle  24  ore  dalla  iniezione,  trovo  morti  l'I  e 
il  3.  Sangue  positivo. 

Ore  11.  Prendo  sangue  dall'orecchio  del  2.  È  negativo  al  diplo- 
cocco. Inietto  altri  5  cmc.  della  stessa  fibrina.  Il  sangue  esaminato 
si  mostra  straordinariamente  ricco  in  piastrine. 

Ore  12.  Muore  il  4. 

3*  giornata.  Morto  nel] a  notte  il  2. 

Esperienza  X.  —  1*  giornata.  Ore  17.  Conigli  di  circa  800  gr. 
Iniezione  ai  due  lati  del  ventre. 

1  dipi.  Fr.  Controllo, 

2  id.    id.  e  fibrina  di  2  mesi  5  ce. 

3  id.    id.         id.        1  mese  5  ce.  dil.  a  10. 

4  id.    id.         id.        8  giorni  4  ce. 
2*  giornata,  ore  8.  Muoiono  il  2  e  il  4. 

Ore  12  Prendo  sangue  dall'orecchio  dell'I  e  del  3. 
L'I  ha  diplococchi  e  piccoli  accumuli  di  piastrine. 
Il  3  ha  moltissime  piastrine. 
Ore  14.  Muore  l'I. 

3*  giornata.  Il  3  fino  da  ieri  è  svogliato  e  non  mangia.  Verso  le 
13  sta  meglio,  mangia  ma  è  sempre  un  poco  abbattuto.  Seguita  così 
anche  il  giorno  appresso,  poi  sta  bene  e  sopravvive. 

15*  giornata.  Trovo  morto  il  3,  che  già  da  un  paio  di  giorni  si 
mostrava  abbattuto.  Autopsia:  intensa  pleuro-pericardio-mediastinite; 
leggero  versamento  sieroso  nelle  cavità  pleuriche  ;  spesso  piastrone 
fibrinoso  aderente  al  cuore  e  ai  polmoni;  milza  normale;  capsule 
normali.  Sangue  negativo  pel  diplococco.  Negativi  i  preparati  della 
fibrina. 

Esperienza  XI.  —  P  giornata.  Ore  16.  Conigli  di  circa  700  gr. 

1  dipi.  Fr.  Controllo. 

2  id.    id.  e  5  ce.  fib.  di  I  mese. 

3  id.    id.  e  10  co.  fib.  di  1  mese. 

4  fibrina  di  1  mese  5  ce. 

5  dipi.  Fr.  e  fibr.  di  24  ore. 

2^  giornata.  Ore  9.  Già  morto  il  5:  peritonite  fibrinosa;  sangue 
positivo. 

Ore  12,  Muore  l'I:  scarsi  fiocchi  fibrinosi  nel  peritoneo;  sangue 
positivo. 

Ore  18.  Il  sangue  preso  dall'orecchio  dopo  24  ore  dall'iniezione  è 
ricchissimo  di  piastrine  nei  vari  conigli. 
3"  giornata.  Niente, 

4"  giornata.  Ore  9.  Trovato  morto  il  3, 

8*  giornata,  II  2  ancora  sopravvive  e  sta  bene, 

30 


Esperienza  XIL  —  P  giornata.  Ore  17.  Conigli  di  700  a  SOO  gr. 

1  dipi.  Fr.  Controllo. 

2  id,    id.  e  subito  altro  lato  5  ce.  fib.  di  1  mese. 
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e  dopo  5  minuti  5  ce. 
di  1  mese  e  dopo  24 

fib.  di  1  mese. 

7 

5  ce. 

fib. 

ore  dipi.  Fr. 

8 

id. 

id.  id. 

id. 

9  dipi.  Fr.  e  subito  altro  lato  5  ce.  fib.  di  3  giorni. 
2*  giornata.  Ore  12.  Nell'I  sangue  negativo  pel  diplococco,  ricchis- 
simo in  piastrine. 
Il  2  muore. 

Il  3  sta  male:  sangue  positivo  pel  diplococco;  piastrine  scarse. 
Il  7  e  rs  hanno  il  sangue  ricco  di  piastrine. 
Ore  15.  Muore  il  3. 

Ore  17-  Sono  aumentate  le  piastrine  nel  sangue  del  7  ed  8. 

Ore  19.  Sono  moribondi  l'I  e  il  9,  che  muoiono  poco  dopo. 

Sangue  del  cuore  positivo  pel  diplococco. 

3"  giornata.  Ore  7.  Trovo  morto  il  6. 

4"  giornata.  Ore  7.  Trovo  morti  il  4  e  il  7. 

Ore  16.  Muore  l'8. 

5^  giornata.  Il  5  che  dal  mattino  sta  abbattuto  e  non  mangia,  nel 
pomeriggio  è  moribondo.  Il  sangue  è  negativo  pel  diplococco,  ric- 
chissimo in  piastrine.  Muore.  All'autopsia  :  versamento  ematico  nelle 
cavità  pleuriche,  sangue  pallido,  fluido. 

Esperienza  XIII.  —  P  giornata.  Ore  19.  Conigli  700  gr. 

I  dipi.  Controllo. 

di  3  mesi  4  ce. 

intravenosa  subito. 

id.        dopo  15  ore. 
id.  id. 
id.  id. 

II  5  muore  subito  per  embolia. 

2'^  giornata.  Ore  8.  Muore  l'I  :  sangue  positivo  pel  diplococco. 
Ore  10.  Inietto  il  4,  il  5  e  il  6.  Esamino  il  sangue  dei  conigli  4 
e  6  e  trovo  numerosissime  piastrine,  scarsi  diplococchi. 
Ore  15.  Muoiono  il  3  e  il  6. 
3*  giornata.  Ore  12.  Muore  il  2. 

Il  4  da  ieri  è  abbattuto,  non  mangia:  però  oggi  sta  meglio  e  nel 
pomeriggio  mangia  un  poco. 

4''  giornata.  Il  4  muore  in  mattinata;  pochissimi  fiocchi  di  fibrina 
nel  peritoneo;  sangue  positivo. 

Il  5  sta  bene  e  sopravvive  durevolmente. 

Prima  di  trarre  le  conclusioni  dai  risultati  delle  esperienze,  sarà 
utile  sottoporle  ad  un  breve  esame  critico.  La  prima  e  seconda  espe- 
rienza dimostrano  l'azione  che  in  vitro  l' autolizzato  di  fibrina  eser- 
cita sul  diplococco;  difatti  nell'una  dopo  contatto  coU'autolizzato, 
non  si  ha  più  sviluppo  dei  diplococchi  nella  coltura  in  agar;  nell'altra 
si  ha  la  sopravvivenza  del  coniglio  con  essi  iniettato.  Di  più  da 
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queste  due  esperienze  si  rileva  come  vi  sia  una  differenza  tra  l'ef- 
fetto che  produce  in  vitro  l'autolizzato  vecchio  di  fibrina,  confron- 
tato con  l'autolizzato  recente;  differenza  che  permane  e  si  fa  mani- 
festa anche  nelle  esperienze  che  seguono.  Nella  III,  IV,  IX,  X,  XI, 
XII  adoperando  aatolizzato  vecchio  di  fibrina,  quasi  tutti  gli  animali 
sopravvissero  ai  controlli  o  per  ore,  o  per  giorni,  o  durevolmente. 
Invece  quando  adoperai  fibrina  posta  ad  autolizzare  da  sole  24  ore 
0  due  a  otto  giorni,  gli  animali  morirono  sempre  prima  che  i  con- 
trolli. Questa  azione,  che  si  potrebbe  chiamare  aggressinica  per  l'ef- 
fetto che  induce,  può  essere  imputata  ad  altro  meccanismo  e  forse 
al  contenuto  in  sostanze  tossiche  in  un  primo  periodo  di  dissoluzione 
della  fibrina  in  confronto  con  i  prodotti  finali  della  sua  autolisi. 

Rimane  in  ogni  modo  provato  che  quando  si  adoperi  un  autoliz- 
zato di  fibrina,  nel  quale  il  processo  autolitico  sia  stato  completo,  i 
conigli  resistono  maggiormente  all'infezione  diplococcica  e  possono 
anche  sopravvivere  durevolmente.  Dunque  il  quesito  che  mi  ero  pro- 
posto a  fondamento  delle  mie  esperienze,  trova  in  esse  risposta 
affermativa  e  si  può  dedurne  che  l'autolisi  della  fibrina  che  si  verifica 
nel  polmonitico  in  coincidenza  con  il  manifestarsi  della  crisi,  può 
rappresentare  un  fattore  difensivo  per  l'organismo  e  probabilmente 
è  in  intimo  rapporto  con  la  crisi. 

Per  penetrare  il  problema  della  crisi,-  furono  moltissimi  quelli  che 
rivolsero  la  loro  attenzione  allo  studio  di  quei  meccanismi  difensivi 
che  valgono  a  spiegare  la  guarigione  di  altre  malattie  infettive  e  sopra- 
tutto ricercarono  il  prodursi  di  agglutinine  di  batteriolisine,  di  opso- 
nine,  di  antitossine.  Sul  potere  agglutinante  del  siero  nella  infezione 
diplococcica  esistono  ricerche  sperimentali  e  cliniche.  Io  non  citerò  le 
varie  esperienze  dei  singoli  AA.;  mi  limiterò  invece  a  rilevare  come 
di  fronte  ad  alcuni  i  quali  ammettono  nel  siero  di  individui  o  di  ani- 
mali diplococcici,  proprietà  agglutinanti  verso  l'agente  infettivo,  altri 
ne  negano  la  esistenza.  Certo  si  è  che  anche  i  primi  trovarono  va- 
lori molto  bassi,  anzi  tanto  bassi,  da  non  potere  supporre  che  l'ag- 
glutinazione abbia  un  qualche  valore  tra  le  cause  di  resistenza 
all'infezione.  Lo  studio  del  potere  battericida  fu  fatto  dai  piiì  con  il 
metodo  della  conta  delle  colonie  e  con  l'iniezione  degli  pneumococchi 
dopo  contatto  con  il  siero  in  esame.  Quasi  tutti  ne  negano  la  esi- 
stenza. Fichera  ha  studiato  il  potere  batteriolitico  in  vivo  secondo 
il  metodo  di  Pfeiffer,  ma  concluse  presso  a  poco  come  gli  altri  ricer- 
catori, negando  cioè  che  esso  abbia  grande  importanza  nel  meccanismo 
I  difensivo.  Per  il  potere  opsonico  le  ricerche  più  recenti  e  cioè  quelle 
fatte  con  tecnica  più  perfezionata,  concludono  che  esso  rimane  infe- 


riore  alla  norma  sino  a  poco  prima  della  crisi,  raggiunge  il  più  alto 
limite  nelle  successive  24-36  ore  e  poi  torna  gradatamente  al  nor- 
male. Nei  casi  ad  esito  letale  il  potere  opsonico  si  mantiene  basso. 
Le  ricerche  più  incerte  sono  quelle  che  riguardano  le  proprietà  anti- 
tossiche studiate  nel  siero  degli  animali  immunizzati  pel  diplococco, 
e  tale  incertezza  dipende  sopratutto  dalla  ignoranza  che  si  ha  ri- 
guardo alle  tossine  diplococciche.  Che  esse  esistano  e  che  nella  im- 
munità da  diplococco  le  antitossine  devano  avere  una  importanza 
eccezionale,  non  si  può  non  ammetterlo,  ma  ancora  la  loro  dimo- 
strazione non  è  riuscita  e  nemmeno  le  ricerche  di  Tizzoni  e  Panichi 
che  vorrebbero  essere  le  più  probative,  sono  esenti  da  critica.  Rimane 
pertanto  ancora  controversa  la  questione  della  formazione  di  anti- 
corpi nella  infezione  diplococcica  e  non  si  può  per  ora  in  essi  trovare 
la  spiegazione  della  crisi. 

Quanto  alla  fibrina,  a  parte  i  risultati  delle  mie  esperienze,  si  sa 
che  ad  essa  fino  dai  tempi  più  antichi  è  stata  attribuita  importanza 
nelle  diverse  malattie  febbrili  ed  all'epoca  del  salasso  i  medici  trae- 
vano elemento  di  prognosi  dalla  costituzione  del  coagulo.  Anche 
osservazioni  recenti  stanno  a  dimostrare  come  la  produzione  di  fi- 
brina negli  essudati  rappresenti  spesso  una  difesa  dell'  organismo. 
Dimostrativo  in  questo  senso  è  il  lavoro  di  Jousset  e  Cartier  che 
studiarono  nel  liquido  di  pleuriti  siero  fibrinose  tubercolari  le  varia- 
zioni di  virulenza  rispetto  alla  cavia  in  rapporto  con  il  dosaggio 
della  fibrina  e  trovarono  che  la  virulenza  è  inversamente  proporzio- 
nale al  peso  del  coagulo:  debole  per  i  liquidi  contenenti  almeno 
14  gr-  di  fibrina  secca  per  litro,  elevata  per  quelli  che  posseggono 
fibrina  in  quantità  inferiore  a  detta  cifra.  Per  quanto  riguarda  la 
polmonite  si  sa  che  mentre  la  reazione  locale  è  costituita  da  una 
intensa  congestione,  una  essudazione  del  plasma  e  una  diapedesi 
leucocitica,  con  precipitazione  della  fibrina,  questo  afflusso  della  fi- 
brina è  legato  con  una  reazione  generale  dell'organismo  e  cioè  con  una 
iperinosi,  come  l'afifiusso  leucocitico  è  legato  con  una  iperleucocitosi. 
Questi  due  caratteri,  iperleucocitosi  e  iperinosi,  sono  i  caratteri  essen- 
ziali del  sangue  flegmasico.  Ma  il  fatto  più  notevole  nella  polmonite 
è  r  iperinosi,  giacché  si  conoscono  altre  malattiei  nfettive  nelle  quali 
si  riscontra  intensa  leucocitosi,  ma  non  iperinosi.  In  questo  casO; 
cioè  nella  polmonite,  i  due  processi  si  manifestano  contemporanea- 
mente e  decorrono  paralleli,  il  che  li  fa  considerare  come  facenti 
parte  di  uno  stesso  processo  dì  reazione  locale  e  generale  contro  l'in- 
fezione. Può  darsi  che  i  leucociti,  come  alcuni  sostengono,  agiscano 
per  fagocitosi;  può  darsi  che  la  fibrina  agevoli  meccanicamente  questo 
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processo  arrestando  i  microrganismi  in  sito:  ma  il  fatto  posto  in  ri- 
lievo da  Bezangon  e  Griffon  che  il  sangue  defibrinato  di  coniglio 
rappresenta  il  miglior  terreno  di  coltura  pel  diplococco,  che  il  sangue 
reso  incoagulabile  è  anche  un  ottimo  mezzo,  ma  che  lo  pneumococco 
non  sviluppa  nel  coagulo,  tanto  che  il  siero  diventa  sterile,  fa  rico- 
noscere alla  fibrina  proprietà  protettive  di  fronte  al  diplococco. 
Anche  i  dati  dell'osservazione  clinica  confermano  tale  asserzione, 
tanto  che  Gilbert  e  Fournier  non  si  peritano  di  dire  che  nei  casi  di 
infezione  pneumococcica  grave  le  reazioni  generali  e  locali  di  iperinosi 
mancano  più  o  meno  completamente.  Ciò  si  verifica  per  es.  nella 
polmonite  a  forma  tifosa  e  nelle  forme  flaccide  dei  vecchi  e  degli 
antichi  malarici  nelle  quali  Marchiafava  e  Bignami  hanno  descritto 
il  decorso  senza  iperinosi  e  con  scarsa  reazione  fibrinosa  locale.  Quale  è 
dunque  il  meccanismo  dell'azione  difensiva  esercitata  dalla  fibrina 
sullo  pneumococco? 

Può  aver  valore  la  fissazione  meccanica  in  sito,  che  ne  impedisce 
0  limita  la  migrazione  in  circolo  e  che  può  agevolarne  la  fagocitosi, 
ma  ciò  non  rappresenta  certo  tutto  il  processo  difensivo.  Perchè 
questo  si  compia  è  necessario  avvenga  l'autolisi  dell'essudato  fibri- 
noso e  ciò  da  ragione  della  concomitanza  e  del  decorso  parallelo  della 
iperinosi  con  la  leucocitosi,  poiché  sono  i  leucociti  che  danno  alla 
fibrina  il  mezzo  per  autolizzarsi.  E  che  l'autolisi  sia  un  processo  ne- 
cessario lo  dimostrano  le  osservazioni  di  Marchiafava  sulle  polmoniti 
con  esito  in  guarigione  ritardata  per  le  quali  già  Dionisi  e  Flexner 
avevano  dimostrato  che  l'essudato  subisce  una  imperfetta  autolisi  e 
ciò  attribuivano  a  deficienza  di  numero  e  di  funzione  dei  leucociti. 
AU'autolizzato  di  fibrina  sono  state  riconosciute  proprietà  battericide 
anche  verso  altri  germi  e  in  questi  ultimi  tempi  furono  da  Bilancioni 
poste  in  rilievo  anche  le  sue  qualità  antitossiche  verso  la  tubercolina 
di  Koch  ed  io  credo  di  non  andare  errato  supponendo  che  l'autoliz- 
zato  della  fibrina  agisca  nella  infezione  polmonitica  anche  e  forse 
sopratutto  esplicando  azione  antitossica,  chè  la  caduta  rapida,  repen- 
tina della  febbre,  testimonia  certamente  la  avvenuta  neutralizzazione 
di  influenze  tossiche.  Questa  ipotesi  potrà  venire  accertata  solo  quando 
ci  saranno  note  le  tossine  del  diplococco  di  Frànkel;  forse  allora  si 
potrà  anche  tentare  la  soluzione  del  problema  inerente  la  terapia 
della  polmonite. 
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Istituto  d'Ioienb  della  R.  Università  di  Roma 


[ontributo  allo  studio  delle  attività  liiotliimiclie  dei  cosidetti  "  Bb.  [apsulali,, 

per  il  dott.  G.  SAMPIETRO,  assistente. 

Lo  studio  delle  attività  biochimiche  di  germi  fra  loro  morfologica- 
mente e  culturalmente  identici  o  presentanti  scarse  dissomiglianze,  è 
necessario  per  fissare  i  criteri,  di  identificazione  della  specie.  Scopo 
di  questo  lavoro  è  di  portare  un  contributo  allo  studio  delle  attività 
biochimiche  dei  così  detti  «  Bb.  capsulati  ». 

Col  nome  di  Bb.  capsulati  sono  designati  tutti  quei  germi  che 
nell'organismo  animale  si  dimostrano  provvisti  di  una  capsula  e  che, 
una  volta  isolati,  presentano  un  complesso  di  caratteri  comuni,  per 
i  quali  possono  essere  tutti  considerati  in  un  gruppo  che,  per  mag- 
gior correttezza,  sarà  bene,  con  Abel,  denominare  semplicemente 
«  gruppo  dei  Bb.  capsulati  »,  essendo  improprie  altre  denominazioni 
(gruppo  dei  Bb.  mucosi,  dei  Bb.  capsulati-mucosì,  gruppo  del  B. 
di  Friedlànder,  gruppo  del  B.  aèrogenes  e  del  B.  del  rinoscleroma). 

I  caratteri  comuni  dei  germi  appartenenti  a  questo  gruppo  sono 
i  seguenti: 

presenza  costante  di  capsula  nell'organismo  animale  ; 

germi  morfologicamente  simili  a  B.  coli,  eventualmente  cap- 
sulati anche  in  cultura,  non  resistenti  al  Gram,  asporigeni,  immobili, 
per  quanto  dotati  per  lo  più  di  vivace  movimento  browniano,  senza 
ciglia. 

Nei  terreni  solidi  comuni  di  coltura  alcuni  fra  essi  dànno  patine 
porcellanacee,  leggermente  mucose,  altri  patine  fortemente  mucose; 
appunto  per  l'aspetto  porcellanaceo  o  mucoso  delle  patine,  per  le 
colonie  cupoliformi,  per  la  caratteristica  infissione  a  chiodo  in  gelatina 
si  differenziano  dai  germi  del  gruppo  del  B.  coli.  Non  fluidificano  la 
gelatina.non  dànno  indolo. 

Fra  essi  è  possibile  stabilire  specie  diverse,  tenendo  conto  del  vario 
comportarsi  delle  attività  biochimiche,  del  potere  patogeno,  delle 
reazioni  immunitarie. 
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Se  non  che  la  letteratura  in  proposito  offre  una  tale  discordanza 
di  conclusioni  che  infidi  e  difficili  sono  i  criteri  che  rendano  possibile 
una  sicura  identificazione.  Varie  sono  le  ragioni  che  ci  possono 
spiegare  queste  divergenze  :  anzitutto  è  più  che  probabile  che,  te- 
nendo conto  della  provenienica  e  poco  o  punto  dei  loro  caratteri 
peculiari,  siano  stati  identificati  sotto  falso  nome  germi  appartenenti 
a  specie  ben  diverse  oppure  con  diverso  nome  specifico  germi  fra 
loro  non  differenziabili.  Inoltre  le  contraddizioni  degli  AA.  trovano 
talora  facile  spiegazione  nella  diversa,  e  fors'anche  erronea,  tecnica 
adoperata,  specialmente  per  quanto  riguarda  la  delicata  ricerca  dei 
poteri  fermentativi,  senza  dimenticare  che,  almeno  per  microrganismi 
artificialmente  coltivati,  può  avere  una  certa  importanza  la  grande 
variabilità  di  certe  proprietà  che,  per  questo  gruppo  di  batteri,  rende 
malsicuro  il  concetto  di  specie. 

Mi  sembrò  quindi  cosa  utile,  avendo  a  disposizione  vari  stipiti 
di  Bb.  capsulati,  di  recente  isolati  in  questo  Istituto,  studiarne  la 
loro  attività  biochimica,  criterio  che  pur  essendo  tanto  necessario  per 
l'identificazione,  è  pure  il  più  discordamente  designato  nella  lette- 
ratura. 

Caratteri  morfologici  e  culturali  dei  germi  studiati. 

Le  mie  ricerche  furono  fatte  su  13  stipiti  di  Bb.  capsulati  per  la 
loro  provenienza  così  distribuiti:  6  stipiti  isolati  da  urine,  in  casi  di 
cistite  o  di  pielite;  1  stipite  isolato  da  essudato  pleurico  (pleurite 
essudativa  emorragica  di  natura  non  tubercolare)  ;  4  isolati  dal  secreto 
nasale  in  casi  di  ozena  e  2  da  casi  di  rinoscleroma.  Questi  vari  stipiti 
sono  indicati  con  le  seguenti  sigle  : 

Ur.  1  —  Ur.  2  -  Ur.  3  —  Ur.  4  —  Ur.  5  —  Ur.  6. 

PI.  1  —  Oz.  1  ~-  Oz.  2  —  Oz.  3  —  Oz.  4  —  R,  S.  1  —  R.  S.  2. 

Tutti  i  germi  isolati  dall'urina  e  quello  isolato  dal  liquido  pleurico 
si  ottennero  in  coltura  pura  su  comuni  piastre  di  agar.  I  mucosi 
isolati  dall'ozena,  da  materiale  inviato  dal  prof.  De  Carli  e  dal  profes- 
sore Mancioli,  in  due  casi  furono  trovati  in  coltura  pura,  in  due  altri 
commisti  con  Stafilococco  piogene  aureo.  I  due  stipiti  del  rinoscleroma 
furono  isolati  in  cultura  pura,  il  primo  nel  1911  da  materiale  prelevato 
dal  prof.  Mancioli,  il  secondo  nel  corrente  anno  dal  prof.  De  Blasi 
dall'interno  dei  noduli  esportati  a  un  rinoscleromatoso  presentato  dal 
prof.  D'Amato.  Questi  due  stipiti  non  resistevano  al  Gram,  sia  nel 
materiale  che  nella  coltura,  conforme  a  quanto  hanno  osservato  la 
maggior  parte  degli  AA.,  una  gramresistenza,  come  è  noto,  essendo 
stata  osservata  solo  da  Dittrich  e  da  Zagari. 
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Non  è  mia  intenzione  di  descrivere  partitamente  i  vari  caratteri 
morfologici  e  culturali  di  questi  germi,  che  per  nulla  si  differenziano 
da  quelli  riconosciuti  da  quanti  si  occuparono  dell'argomentò  e  riscon- 
trabili su  ogni  trattato  di  batteriologia.  Ma  non  mi  è  possibile  in  pro- 
posito accettare  le  conclusioni  di  Clairmont,  di  Bertarelli,  di  Galli- 
Valerio,  i  quali  ritengono  che  i  criteri  culturali  poco  o  nulla  possono 
servire  per  la  diagnosi  di  gruppo  o  di  specie. 

Invero  già  i  caratteri  culturali  mi  permettono  di  distinguere  i  cap- 
sulati,  da  me  studiati,  in  due  gruppi:  il  I  gruppo  è  caratterizzato 
dall'aspetto  porcellanaceo  delle  culture  su  agar  con  scarsa  e  inco- 
stante mucosità,  la  quale  scompare  dopo  pochi  passaggi  colturali; 
il  II  gruppo  è  invece  caratterizzato  dalla  costante  ed  abbondante 
produzione  di  sostanza  mucosa,  che  si  conserva,  sebbene  in  grado 
sempre  minore,  anche  per  innumerevoli  passaggi. 

I  caratteri  culturali  del  I  gruppo  (patina  su  agar  porcellanacea, 
eccezionalmente  poco  mucosa  ;  patina,  su  patata  vischiosa,  bruniccia; 
infissione  a  chiodo  in  gelatina,  brodo  torbido  con  sedimento,  senza 
sviluppo  in  superficie),  permettono  di  avvicinare  questi  germi  a 
specie  bene  conosciute  :  È.  pneumoniae,  che  cosi  viene  comunemente 
descritto  dai  trattatisti,  B.  lactis  aèrogenes  Escherich,  naturalmente 
tenendo  conto  di  quegli  altri  caratteri  che  permettono  di  considerare 
questi  batteri  come  appartenenti  al  gruppo  dei  capsulati. 

La  costante  e  forte  produzione  di  sostanza  mucosa,  che  dà  allo 
patine  dei  germi  del  II  gruppo  un  aspetto  così  caratteristico,  come  se 
realmente  uno  strato  di  muco-pus  fosse  stato  strisciato  sul  terreno 
di  cultura,  aspetto  spermasimile,  secondo  l'imagine  di  Abel,  ci  obbliga 
a  differenziare  fra  i  capsulati  un  gruppo  di  germi  mucosi  (ben  distinti, 
per  questo  solo,  da  quel  capsulato  che  si  volle  fare  il  prototipo  del 
gruppo  :  B.  pneumoniae)  da  vari  AA.  riscontrati  nelle  più  diverse 
condizioni  normali  e  patologiche  e  fra  i  quali,  per  ragioni  di  priorità, 
vanno  sopra  tutto  ricordati  il  B.  capsulatus  mucosus  Fasching,  e  il 
B.  mucosus  ozaenae  Abel. 

La  patina  su  agar  di  questi  mucosi  è  già  per  sè  così  caratteristica 
che  permette  la  precisa  distinzione  dagli  altri  germi  capsulati  ;  entro 
le  24  ore  si  è  già  formata  una  patina  rigogliosa,  mucosa,  vischiosa, 
cerea  piiì  che  porcellanacea,  filante  tanto  che  riesce  talora  impossibile 
il  passaggio  da  provetta  a  provetta  senza  che  l'ansa  di  platino  non 
trascini  dietro  sè  un  filamento  di  muco  ;  successivamente  la  parte 
centrale  della  patina  si  prosciuga  alquanto,  si  infossa,  mentre  la 
parte  periferica,  di  più  recente  sviluppo,  si  presenta  più  umida,  più 
vischiosa,  più  cerea  e  maggiormente  rialzata. 

Nel  brodo  si  ha  quasi  sempre  sviluppo  in  superficie  sotto  forma 
di  un  collaretto  mucoso  aderente  alle  pareti  della  provetta. 

Corrispondentemente  alla  forte  produzione  di  muco,  è  quasi  sempre 
dimostrabile  nelle  culture  su  agar,  anche  dopo  numerosi  passaggi, 
per  i  germi  di  questo  lì  gruppo,  una  capsula,  la  quale  invece  invano 
ai  cercherebbe  per  quei  capsulati  che  si  avvicinano  a  B.  pneumoniae. 
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In  base  al  semplice  criterio  della  produzione  di  sostanza  mucosa 

i  capsulati  da  me  studiati  si  suddividono  nei  due  gruppi  accennati 
nel  seguente  modo: 

Gruppo  1  Geuppo  II 

Tipo  B.  pneumoniae  Tipo  Bb.  mucoti 

Ur.  1     Ur.  5  Ur.  4      Oz.  4 

Ur.  2    Ur.  6  Oz.  1     R.  S.  1 

Ur.  3     PI.  1  Oz.  2     R.  S.  2 

Oz.  3 

Il  carattere  della  mucosità,  poco  o  punto  variabile  per  successivi 
numerosi  passaggi  culturali,  ci  sembra  fattore  importante  per  la  dif- 
ferenziazione di  specie  senza  dubbio  affini  fra  loro  per  numerosi  altri 
caratteri  comuni.  Con  ciò,  sino  da  ora,  ritengo  di  non  poter  accet- 
tare quelle  classificazioni  di  Bb.  capsulati,  per  le  quali  i  mucosi  non 
sono  considerati  che  come  varietà  del  B.  di  Friedlànder,  mentre  altri 
germi,  come  B.  laclis  aèrogenes  o  B.  acidi  lactici  Hueppe,  differenzia- 
bili dal  Pneumobacillo  solo  per  pochi  caratteri  biologici,  e  non,  come 
i  mucosi,  per  caratteri  culturali,  vengono  distinti  come  specie  a  sè. 

Con  questo  intendo  pure  di  richiamare  l'attenzione  sui  criteri  cul- 
turali che  mi  sembrano  preferibili  per  stabilire  l'entità  specifica  di 
B.  pneumoniae. 

Invero  da  nessuna  descrizione  data  dai  trattatisti  e  da  quegh  AA. 
che  primi  parlarono  del  germe  di  Friedlànder,  risulta  che  B.  pneu- 
moniae si  possa  confondere  coi  Bb.  mucosi  e,  se  al  carattere  della 
mucosità  è  talora  accennato,  si  comprende  ohe  in  ogni  caso  si  tratta 
di  quel  leggiero  grado  di  vischiosità  della  patina  alquanto  filante, 
che  non  di  rado  ci  è  dato  eventualmente  osservare  anche  per  bat- 
teri di  altri  gruppi  {B.  coli,  B.  dysenteriae,  Bb.  delle  setticemie 
emorragiche).  È  indubitabile  però  che  debbono  esistere  in  giro  per  i 
laboratori  stipiti  di  Bb.  mucosi,  etichettati,  forse  per  la  loro  prove- 
nienza, come  B.  pneumoniae,  e  che  presi  in  considerazione  in  studi 
comparativi  diedero  luogo  alle  conclusioni  su  accennate,  per  le  quali 
mucosi  isolati  dall'ozena  o  dal  rinoscleroma  furono  identificati  con 
il  B.  di  Friedlànder  o  considerati  come  sue  varietà. 

Per  GalU-Valerio,  ad  esempio,  i  Bb.  del  rinoscleroma  sarebbero 
uguali  a  B.  pneumoniae,  morfologicamente  e  culturalmente;  anzi  l' A. 
ritiene  che  nessun  batteriologo  sarebbe  capace  dall'esame  delle  cul- 
ture differenziare  i  due  germi,  mentre  sarebbe  forse  possibile  diffe- 
renziare B.  ozaenae,  che  è  più  vischioso  e  più  filante.  Invece  le  no- 
stre colture  di  B.  rhinoscleromatis,  ben  differenziandosi  da  quelle  di 
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B.  pneumoniae,  non  presentano  alcuna  dissomiglianza  da  quelle  dei 
germi  isolati  dall'ozena. 

Anche  Babes  in  «  KoUe  e  Wassermann  »,  non  trova  differenza 
fra  B.  rhinoscleromatis  e  B.  pneumoniae,  ma  è  da  notare  che  egli 
confronta  il  B.  del  rinoscleroma  con  uno  stipite  non  gazogeno  del 
così  detto  B.  di  Friedlànder,  che  anche  per  gli  altri  caratteri  biologici 
non  se  ne  differenzia  affatto,  così  che  necessariamente  deve  concludere 
per  l'identità  delle  due  specie.  E  bisogna  anche  ricordare  che  uguali 
caratteri  presenta  B.  pneumoniae  studiato  da  Vourloud  nel  laboratorio 
di  Galli-Valerio  e  che  questi  deve  avere  avuto  presente  nel  suo  pa- 
ragone con  il  B.  del  rinoscleroma.  Si  tratta  di  germi  mucosi,  non 
gazogeni,  forse  etichettati  per  ragione  di  provenienza  come  B.  pneu- 
moniae, o  che  nella  serie  di  passaggi  attraverso  i  comuni  ter- 
reni di  cultura,  hanno  avuto  campo  di  perdere  o  di  menomare  le 
loro  speciali  attività  fermentative.  Ricordiamo  che  Denys  e  Martin, 
coltivando  B.  pneumoniae  serialmente  in  colture  di  gelatina,  riusci- 
rono a  privarlo  della  sua  proprietà  gazogena.  Forse  un  esempio  di 
perdita  di  proprietà  fermentative  è  dato  dal  comportamento  dell'a- 
zione fermentativa  da  me  osservato  per  il  così  detto  Proteus  hominis 
capsulatus  di  Bordoni-Uffreduzzi,  che  si  possiede  nella  collezione  del- 
l'Istituto proveniente  da  Kràl.  Ora  questo  germe,  imperfettamente 
descritto  dall'A.,  venne  poi  successivamente,  e  sempre  su  stipite  pro- 
veniente da  Kràl,  studiato  da  vari  AA.  i  quali  conclusero  per  iden- 
tificarlo con  5.  pneumoniae  o  con  B.  ladis  aèrogenes  (Clairmont). 

Nelle  nostre  mani  invece  il  capsulato  di  Bordoni-Uffreduzzi  si 
comporta  in  modo  alquanto  strano  perchè  non  produce  gas  dal  gli- 
cosio  e  dal  galattosio,  ma  solo  acidi,  mentre  fermenta,  con  produ- 
zione di  gas  e  di  acidi,  il  levulosio  e  il  saccarosio:  si  tratta  eviden- 
temente di  fenomeni  di  adattamento,  anche,  se  vogliamo,  di  fenomeni 
degenerativi,  acquisiti  e  poi  trasmessi  nella  stirpe.  Il  che  dimostra 
che  è  sempre  necessario,  in  ricerche  comparative,  paragonare  stipiti 
di  recente  isolamento. 

Per  i  caratteri  culturali  e  morfologici  quindi  i  così  detti  «  Bb. 
capsulati  »  si  possono  distinguere  in  due  gruppi  : 

1°  Capsulati  nell'organismo,  non  mai  nelle  culture,  con  caratteri 
culturali  molto  vicini  a  quelli  del  B.  coli,  ma  con  patina  su  agar 
porcellanacea,  talora  leggermente  filante,  con  infissione  in  gelatina  a 
chiodo,  con  patina  su  patata  vischiosa,  hrunastra:  ii^^o  B.  pneumoniae, 
B.  lactis  aèrogenes. 

2°  Capsulati  neW organismo,  per  lo  più  capsulati  anche  nelle  col- 
ture, con  colture  caratterizzate  da  abbondante  e  costante  produzione  di 
sostanza  mucosa:  tipo  Bb.  mucosi. 

Studio  delle  attività  biocliiroiche  dei  germi  studiati. 

Tecnica. 

Quando  i  caratteri  morfologici  e  culturali,  come  nel  nostro  caso, 
sono  solo  sufficienti  a  stabilire  degli  aggruppamenti,  ma  non  per- 
mettono la  differenziazione  di  specie,  i  criteri  di  identificazione  si 
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ricercano  in  altre  proprietà,  che  riguardano  specialmente  il  diverso 
comportamento  delle  attività  biochimiche. 

Quelle  da  me  prese  in  considerazione  si  riferiscono  all'azione  fer- 
mentativa verso  zuccheri,  glicosidi,  alcoli  —  tenendo  conto  della 
produzione  di  gas  e  di  acidi,  talora  anche  quantitativamente  —  e 
alla  produzione  di  speciali  sostanze  derivate  dalla  scomposizione  di 
carboidrati  o  di  sostanze  proteiche,  e  cioè: 

1°  Azione  fermentativa  sui  seguenti  zuccheri,  glicosidi  e  alcoli: 

Pentosi  :  Arabìnosio  ; 

Esosi  :  Glicosio,  Levulosio,  Galattosio; 

Disaccaridi:  Lattosio,  Saccarosio,  Maltosio: 

Trisaccaridi  :  Raffinosio; 
'   Polisaccaridi:  Inulina,  Amido,  Destrina; 

Glicosidi:  Amigdalina; 

Alcoli  trivalenti:  Glicerina; 

Alcoli  penta valen ti  :  Quercite; 

Alcoli  esavalenti:  Sorbite,  Mannite,  Dulcite. 

La  tecnica  prescelta  fu  la  più  semplice  e  io  pari  tempo  quella  che 
meno  facilmente  di  altre  può  essere  causa  di  errore.  Per  ovviare  l'in- 
conveniente della  presenza  di  monosaccaridi  e  di  glicogene  frequen- 
temente contenuti  nei  nostri  comuni  mezzi  culturali,  adoperai  solu- 
zioni peptonizzate  così  costituite:  Peptone  Witte  1,  Cloruro  sodico  0.5, 
Acqua  100,  Zucchero  1,  soluzione  di  laccamuffa  Merk,  preparata  sec. 
Kubel-Tiemann,  q.  b.  per  dare  una  leggera  colorazione  lilla.  Questo 
mezzo  liquido  veniva  distribuito  in  tubi  da  fermentazione,  oppure 
in  comuni  provette  nelle  quali  si  capovolgeva  un'altra  provettina  ri- 
piena del  mezzo  nutritivo.  Dopo  la  semina,  questi  tubi  si  tenevano 
in  stufa  a  37°  per  vari  giorni.  Non  si  deve  dimenticare  che  la  mag- 
gior parte  dei  risultati  discordi  degli  AA.  trovano  spiegazione  nel- 
l'uso di  brodo  e  di  agar  comuni,  non  privati  degli  zuccheri  normal- 
mente in  essi  contenuti;  quando  si  vogliano  usare  tali  terreni  per 
ricerche  di  fermentazione  è  assolutamente  necessario  privarli  prima 
degli  zuccheri  della  carne,  sia  usando  questa  in  istato  di  avanzata 
putrefazione,  sia,  meglio  ancora,  col  procedimento  ideato  dallo  Smith, 
seminando  dapprima  nel  brodo  un  agente  energico  di  fermentazione 
{B.  coli),  e  dopo  scomposizione  completa  degli  zuccheri  della  carne, 
sterilizzando  e  filtrando.  Conviene  però  avvertire  che  non  sempre 
questi  metodi  ci  danno  sicura  garanzia  di  una  completa  assenza  di 
zucchero,  per  cui  mi  parve  più  corretto  procedimento  quello  di  usare 
un  terreno  semplice,  assolutamente  privo  di  zuccheri  e  di  uniforme 
costituzione,  qual'è  l'acqua  peptonizzata,  la  quale  inoltre  ha  il  van- 
taggio di  essere»  neutra  alla  carta  di  tornasole  e  di  non  richiedere 
quindi  preventive  titolazioni  quando  si  voglia  determinare  il  quanti- 
tativo di  acido  prodotto. 

2P  Determinazione  quantitativa  del  gas  e  degli  acidi  'prodotti  — 
Rapporto  Ha  :  CO2  (1). 


(1)  De  Blasi  {Batleriolofiia,  in  «  Manuale  dell'Uff.  San,  del  Celli  »)  usa  que- 
sta notazione  in  luogo  dell'altra  H  :  CO2,  per  maggior  correttezza  :  infatti,  eoa 
essa  si  vuol  significare  un  rapporto  volumetrico  fra  i  due  gas,  che  corri- 
sponde chimicamente  ad  un  rapporto  molecolare,  quindi  Hj,  non  H. 


477 


La  quantità  di  gas  e  di  acido  prodotta  dalla  scomposizione  dei 
diversi  zuccheri,  fu  calcolata  per  il  glicosio,  il  lattosio,  il  saccarosio; 
il  rapporto  H2  :  CO2  per  il  gas  prodotto  dal  glicosio. 

La  quantità  di  gas  viene  indicata  con  una  frazione,  che  indica  la 
porzione  di  branca  lunga  del  tubo  da  fermentaioione  occupata  dal 
gas,  criterio  non  eccessivamente  esatto,  ma  abbastanza  pratico  per 
ricerche  comparative. 

La  quantità  di  acido  si  titola  con  soluzione  N/ioo  di  KOH  e  viene 
espressa  in  corrispondente  quantità  di  Ho  SO4  %. 

Il  rapporto  H2  :  CO2  si  determina  tenendo  conto  della  quantità  di 
gas  prodotto  e  della  quantità  di  H  rimanente  nel  tubo  di  fermenta- 
zione, dopo  assorbimento  di  CO2  mediante  KOH. 

3°  Ricerca  delVindolo  e  del  triptofane  —  Reazione  di  Voges  e  Pro- 
skauer. 

L'indolo  fu  ricercato  in  colture  in  acqua  peptonizzata,  di  circa 
8  giorni,  mediante  l'aggiunta  di  nitrito  potassico  e  di  acido  solforico. 

Il  triptofane  fu  ricercato,  usando  come  reattivo  la  soluzione  ac- 
quosa di  bromo,  previa  acidificazione  con  acido  acetico,  in  colture 
in  acqaa  peptonizzata  al  5  %. 

La  reazione  di  Voges  e  Proskauer  consiste  nell' alcalinizzare  con 
liscivia  potassica  brodocolture  glicosate:  si  ha  reazione  positiva  quando 
dopo  1-2  giorni  di  esposizione  alla  luce,  si  avverte  nelle  colture  la 
comparsa  di  una  colorazione  rosea  fluorescente. 


Azione  fermentativa  dei  germi  studiati. 

MONOSACCARIDI. 

L'arabinosio  e  gli  esosi  sono  fermentati  in  uguale  modo.  Oz.  2, 
Oi.  4,  RS  1,  RS  2,  producono  solo  acidi,  mentre  tutti  gli  altri  sono 
più  o  meno  fortemente  gazogeni.  Gli  esosi  fermentano  nelle  24  ore, 
l'arabinosio  solo  dopo  2-3  giorni  e  con  una  intensissima  produzione 
di  acidi  per  quanto  riguarda  i  due  stipiti  isolati  dal  rinoscleroma. 

DlSACCARlDI. 

a)  Lattosio.  —  Tutti  i  germi  da  me  studiati,  eccezione  fatta 
di  Ur.  5,  dànno  sul  terreno  di  Drigalski-Conradi,  colonie  turchine  ; 
Ur.  5  dà  invece  colonie  rosse.  Corrispondentemente  tutti  questi  germi 
non  coagulano  il  latte  neppure  a  capo  di  20  giorni,  eccetto  che  Ur.  5 
che  coagula  dopo  3-5  giorni.  Il  latte  da  me  adoperato  presenta  co- 
stantemente alla  carta  di  tornasole  reazione  anfotera  appena  accen- 
nata; ora  dopo  24  ore  dalla  semina,  per  tutti  i  germi,  il  latte  dà 
una  reazione  leggermente,  ma  nettamente,  acida.  Se  invece  si  ado- 
pera latte  alcalinizzato,  dopo  3  giorni  di  stufa,  la  reazione  è  netta- 
mente acida  per  Ur.  5,  neutra  per  i  due  RS.,  leggermente  acida  per 
gli  altri  capsulati. 

La  prova  del  Biffi  —  coagulabilità  del  latte  mediante  il  riscalda- 
mento —  è  negativa  per  tutti  dopo  24  ore,  è  positiva  invece  al  3°-5° 
giorno,  eccezione  fatta  per  i  due  stipiti  isolati  dal  rinoscleroma. 

Il  comportamento  verso  il  lattosio  è  riassunto  nella  seguente  ta- 
bella, dove  il  segno  +  indica  produzione  di  acidi  e  di  gas,  il  segno 
A  produzione  di  soli  acidi. 
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Per  quanto  riguarda  il  lattosio  quindi  si  possono  differenziare  di 
subito  Ur.  5.  gazogeno  e  coagulante  il  latte  e  i  due  germi  isolati  dal 
Rinoscleroma,  i  quali  non  attaccano  per  niente  questo  zucchero  :  gli 
altri  sono  tutti,  in  grado  più  o  meno  intenso,  come  poi  vedremo, 
acidoformativi,  ma  la  quantità  di  acido  prodotto  è  così  scarsa  che 
ci  spiega  la  mancata  coagulazione  del  latte  (coagulazione  però  che 
si  ottiene  mediante  la  prova  del  Biffi),  e  il  colore  turchino  delle  co- 
Ionie  sul  terreno  del  Drigalski  perchè  il  lie^e  grado  di  acidità  non  è 
tale  da  vincere  l'alcalinità  del  mezzo. 

In  genere  si  può  dire  che  il  lattosio  è  uno  zucchero  poco  o  punto 
attaccato  dai  capsulati.  Sono  note  però  le  ricerche  di  Denys  e  Martin 
i  quali  coltivando  serialmente  in  latte  vari  stipiti  di  B.  pneumoniae 
ne  osservarono  costantemente  la  coagulazione. 

Queste  variazioni  delle  attività  biochimiche,  dovute  all'adatta- 
mento, sono  state  troppo  poco  studiate,  per  quanto  interessantissime 
per  la  biologia.  Io  ho  fatto  qualche  tentativo  in  proposito,  senza  però 
riuscire  a  fissare  nelle  specie  i  nuovi  caratteri  che  si  dimostravano 
nelle  colture  in  serie  in  uno  stesso  mezzo  nutritivo. 

Così  seminando  da  latte  a  latte  un  B.  di  Friedlànder  che  produ- 
ceva scarsi  acidi  dal  lattosio,  ma  non  coagulava  il  latte,  al  13°  pas- 
saggio osservai  una  rapida  e  intensa  coagulazione  del  latte,  e  tale 
potere  di  coagulazione  si  mantenne  nelle  successive  colture  in  latte. 
Ma  questo  germe  isolato  su  agar  dal  latte  coagulato  presentava  di 
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nuovo  i  caratteri  originari  di  B.  pneMmoniae  non  più  coagulante  il  latte, 
proprietà  però  che  riacquistava  di  nuovo  dopo  un  certo  numero  di 
passaggi  da  latte  a  latte. 

Le  stesse  esperienze  ripetute  con  Oz.  1,  diedero  lo  stesso  risultato: 
coagulazione  del  latte  al  14°  passaggio,  ma  il  germe  isolato  sia  da 
questo  latte,  sia  dalle  colture  successive  in  latte  che  continuavano  a 
coagulare,  presentava  i  caratteri  tipici  di  primo  isolamento. 

Se  però  dopo  un  passaggio  su  agar  si  riseminava  il  germe  in  latte, 
la  serie  di  passaggi  necessari  per  avere  la  coagulazione  del  latte,  di- 
ventava sempre  più  breve,  tanto  che  riuscimmo  ad  ottenere  la  coa- 
gula/Jone del  latte  dopo  soli  quattro  passaggi  da  latte  a  latte.  Si 
comprende  quindi  la  possibilità  di  un  adattamento  che  possa  perpe- 
tuarsi anche  nelle  successive  generazioni. 

Con  un  altro  stipite  invece  di  B.  ozaenae  proveniente  da  Kràl,  che 
non  attaccava  affatto  il  lattosio,  non  ottenemmo  mai  la  coagulazione 
del  latte,  anche  dopo  .30  e  più  passaggi  da  latte  a  latte. 

6)  Gli  altri  disaccaridi  esperimentati  —  saccarosio  e  maltosio  — 
si  comportano  come  gli  esosi,  sono  fermentati  nelle  24  ore,  con  pro- 
duzione di  acidi  e  di  gas  dai  germi  che  abbiamo  visto  gazogeni  nei 
terreni  glicosati,  mentre  Oz.  2,  Oz.  4,  RS.  1,  RS.  2,  producono  solo 
acidi  a  capo  di  2  3  giorni  dal  saccarosio,  a  capo  di  24  ore  dal  mal- 
tosio. 

Trisaccaridi,  Polisaccaridi,  Glicosidi  e  alcoli. 

a)  Pure  come  gli  esosi,  si  comporta  il  raflfinosio  salvo  che  Oz.  2, 
Oz.  4  RS.  1,  RS.  2  non  lo  attaccano  affatto,  nemmeno  con  produzione 
di  acidi. 

b)  I  capsulati  non  hanno  nessuna  azione  sui  polisaccaridi,  sugli 
alcoli  pentavalenti,  sull'amigdalina. 

c)  Per  quanto  riguarda  gli  alcool  esavalenti,  la  mannite  e  la 
sorbite  si  comportano  come  i  monosaccaridi,  mentre  la  dulcite  è  attaccata 
con  produzione  di  acidi  e  al  4"  giorno  da  un  solo  germe  capsulato: 
Ur.  6.  La  glicerina  è  scomposta  in  vario  modo  dai  diversi  stipiti,  come 
risulta  dalla  tavola  che  diamo  in  seguito  ;  i  germi  non  gazogeni  in 
glicosio  scompongono  la  glicerina  con  sola  produzione  di  acidi. 

In  complesso,  in  base  ai  criteri  fermentativi,  possiamo  stabilire  che 
i  germi  tipo  Friedlànder  sono  gazogeni  per  i  monosaccaridi,  il  sacca- 
rosio, il  maltosio,  il  raffìnosio,  la  mannite,  la  sorbite,  non  per  il  lat- 
tosio. Fra  essi  però  si  differenzia  Ur.  5  perchè  produce  acidi  e  gas  dal 
lattosio. 

Degli  stipiti  mucosi  una  parte  si  comporta  come  i  germi  tipo  Fried- 
lànder, mentre  quelli  isolati  dal  Rinoscleroma  e  due  di  quelli  isolati 
daWozena  si  differenziano  perchè  non  sono  gazogeni  e  non  hanno  alcuna 
azione  sul  raffinosio. 

Determinazione  quantitativa 
del  gas  e  dell'acido  prodotto  nella  scomposizione  degli  zuccheri. 

Nella  seguente  tabella  sono  riassunte  le  ricerche  fatte  in  propo- 
sito; ricordiamo  che  la  frazione  indicante  la  quantità  di  gas  si  rife- 
risce all'altezza  nella  porzione  di  tubo  occupata  dal  gas  e  che  l'aci- 
dità è  espressa  in  H2  SO4  %. 
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Ur.  1 
Ur.  2 
Ur.  3 
Ur.  4 
Ur.  5 
Ur.  6 
P].  1 
Oz.  1 
07.  2 
Oz.  3 
Oz.  4 


R.  S.  1  . 


B.  S.  2 


Lattosio 


Quantità 
di  gas 


Acidità 


0.02 
0.02 
0.025 
0,01 
0.10 
0.01 
0.04 
0.03 
0.03 
0.03 
0.02 
0 


Glicosio 


Quantità 
di  gas 


3 
3 

j_ 
3 

1_ 

5 

2^ 
3" 

1 

3 

ì_ 
3 

4 


Acidità 


0.16 
0.15 
0.16 
0.12 
0.16 
0.18 
0.14 
0.12 
0.10 
0.13 
0.11 
0.09 
0.09 


Ho  :  COo 


3.5  :  1 
4  :  1 

3.5  :  1 
1  :  1 

1  :  1 

2  :  1 
3.5  :  1 

1  :  1 

1  :  1 


Saccarosio 


Quantità 
dt  gas 


3 

J_ 
"3 

J_ 
3 

jl_ 
5 

2_ 
3" 

1_ 

3" 

ì_ 
3 

Jl_ 
5" 


Risulta  da  questa  tabella  che  il  capsulato  che  produce  gas  dal 
lattosio,  è  anche  il  più  energico  agente  fermentante  con  maggior  pro- 
duzione di  gas  e  di  acidi,  che  i  germi  che  abbiamo  descritti  come 
appartenenti  al  gruppo  dei  mucosi  p.  d.  sono  dotati  di  minor  potere 
fermentativo  di  quelli  riferibili  al  gruppo  del  B.  di  Friedlànder  e  che 
fra  questi  due  gruppi,  per  i  germi  che  non  producono  gas  dal  lat- 
tosio, esiste  un'importante  differenza  data  dal  rapporto  Ho  :  CO2  che 
è  >  1  per  il  gruppo  dei  germi  tipo  B.  pneumoniae  ;  =  1  per  il  gruppo 
dei  germi  mucosi. 
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Ricerca  di  altre  sostanze. 


Nessuno  dei  germi  studiati  produce  indolo. 

La  reazione  proteinocromica  è  evidente  per  tutti,  eccezione  fatta 
per  i  due  stipiti  del  rinoscleroma  e  per  Oz.  2.  Lo  scrivente  aveva 
già  dimostrato  la  presenza  di  triptofane  nelle  colture  di  capsulati 
(B.  lactis  aèrogenes,  B.  acidi  luetici,  B.  pneumoniae,  B.  ozenae),  con- 
trariamente alle  affermazioni  di  Erdmann  e  Winternitz,  ai  quali 
spetta  il  merito  di  aver  applicato  alla  batteriologia  questa  reazione 
della  fermentazione  triptica. 

La  reazione  di  Voges  e  Proskauer  è  data  solo  da  Ur.  5  ;  questa 
reazione  è  buon  criterio  per  la  identificazione  del  germe,  in  quanto, 
secondo  Mac  Conkey,  tale  reazione  è  data  solo,  per  i  batteri  che  ci 
interessano,  da  B.  lactis  aèrogenes  come  già  aveva  visto  Durham  e 
da  B.  capsulatura  Pfeiffer,  germe  che  le  concordi  ricerche  dei  vari 
AA.  fanno  identificare  appunto  con  B.  lactis  aèrogenes.  HarHen  e 
Walpole  infatti,  e  recentemente  di  nuovo  Walpole,  videro  che  B.  aè- 
rogenes è  capace  di  attaccare  il  glicosio,  in  modo  tutto  suo  speciale 
con  formazione  di  acetilmetilcarbinolo,  sostanza  che  appunto  in  pre- 
senza di  peptone  e  in  mezzo  alcalino,  dà  una  fluorescenza  rosea. 
Harris  conferma  la  positività  della  reazione  per  B.  lactis  aèrogenes, 
ma  la  dimostra  pure,  per  quanto  irregolarmente,  anche  per  B.  coli, 
B.  mucosum  capsulatum,  B.  paraiyphi,  ecc.,  tutti  germi  che  nelle  mani 
di  Mac  Conkey  diedero  reazione  negativa.  Io  che  l'ho  ricercata  per 
vari  batteri  del  gruppo  del  tifo-coli  e  del  gruppo  dei  capsulati,  non 
l'ho  vista  positiva  altro  che  per  B.  lactis  aèrogenes  e  per  B.  acidi 
lactici  Hueppe,  germe  che,  secondo  Mac  Conkey  non  darebbe  tale 
reazione.  Non  è  però  strano  che  B.  acidi  lactici  si  comporti  anche  in 
questo  come  B.  aèrogenes,  del  quale  in  fondo  deve  essere  considerato 
come  varietà  differenziandosi  solo  per  il  diverso  comportamento  del- 
l'azione fermentativa  sul  saccarosio. 

La  reazione  di  Voges  e  Proskauer  rimane  quindi  un  buon  criterio 
di  identificazione  per  B.  lactis  aèrogenes,  valendo  a  distinguere  questo 
dai  germi  che  più  gli  sono  vicini  e  cioè  da  una  parte  da  B.  coli  e 
dall'altra  da  B.  pneumoniae  e  da  tutti  gli  altri  germi  compresi  sotto 
il  nome  di  Bb.  mucosi. 


Nella  seguente  tabella  sono  riassunti  comparativamente  i  diversi 
caratteri  biochimici  dei  germi  studiati. 
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Da  essa  si  ricava  il  seguente  aggruppamento  : 

1°  Gruppo.  Germi  non  mucosi,  non  capsulati  nelle  colture  : 

a)  non  coagulano  il  latte,  producono  solo  acidi  dal  lattosio,  gas 
e  acidi  dagli  esosi  e  dagli  altri  disaccaridi,  non  producono  indolo  e 
non  danno  la  reazione  di  Voges-Proskauer  ;  il  rapporto  H2  :  CO2  è 
>  1;  quantità  di  gas  dal  glicosio  intorno  a  di  acido  0.14  0.18 
per  cento. 

Vi  appartengono  Ur.  1,  Ur.  2,  Ur.  3,  Ur.  6,  PI.  1  germi  quindi 
per  i  caratteri  suaccennati  e  per  le  considerazioni  ohe  faremo  in  ap- 
presso identificabili  con  B.  pneumoniae  Friedlànder; 

b)  coagulano  il  latte,  producono  gas  e  acidi  dagli  esosi  e  dai 
disaccaridi,  compreso  il  lattosio;  non  producono  indolo,  danno  rea- 
zione di  Voges  e  Proskauer  positiva  ;  il  rapporto  H2  :  CO2  è  =  1  ; 
quantità  di  gas  dal  glucosio  ^/s,  di  acido  0.16. 

Vi  appartiene  Ur.  5  identificabile  con  B.  lactis  aèrogenes  Escherich. 
2°  Gruppo.  Germi  mucosi,  capsulati  eventualmente  in  coltura  : 

a)  azione  fermentativa  come  B.  pneumoniae,  ma  con  minor  pro- 
duzione di  gas  0/4-^/5)  e  di  acidi  (0.12-0.13).  Il  rapporto  H2  :  CO2  è 
=  1.  Reazione  indolica  e  di  Voges-Proskauer  negative. 

Vi  appartengono  Ur.  4,  Oz.  1,  Oz.  3,  germi  identificabili  con 
B.  capsulatum  mucosum  Fasching  [B.  mucosum  ozaenae  Abel); 

b)  non  sono  gazogeni,  non  attaccano  il  lattosio  o  solo  pochis- 
simo con  scarsissima  produzione  di  acidi;  non  attaccano  il  raffinosio, 
non  indolo,  non  reazione  di  Voges  e  Proskauer. 

Vi  appartengono  Oz.  2,  Oz.  4,  RS.  1,  RS.  2,  germi  identificabili 
con  B.  rhino8cleromatis  v.  Frisch. 

Considerazioni 

Se  confrontiamo  i  caratteri  biochimici  trovati  nei  nostri  germi  e 
che  noi  riteniamo  propri  di  almeno  quattro  diverse  specie  ben  defi- 
I  nite,  coi  caratteri  studiati  per  le  stesse  specie  dai  vari  A  A.  entriamo 
j  a  navigare  in  un  tal  mare  di  contraddizioni,  da  lasciare  dubbiosi 
sulla  sicurezza  delle  fatte  identificazioni. 

Prendiamo  ad  es.  le  indicazioni  raccolte  per  B.  pneumoniae.  In 
questo  elenco  per  fermentazione  s'intende,  convenzionalmente,  scom- 
posizione dello  zucchero  anche  con  produzione  di  gas. 

Brieger  (1883)  :  fermenta  il  glicosio  e  il  saccarosio. 

Frankland,  Stanley,  Frew  (1891):  fermenta  glicosio,  lattosio,  sac- 
carosio, maltosio,  raffinosio.  destrina,  mannite. 

Smith  (1891):  fermenta  glicosio,  lattosio,  saccarosio. 

Wilde  (1896)  :  fermenta  glicosio,  produce  solo  acidi  dal  lattosio. 
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Grimbert  (1895-96);  conferma  dei  risultati  di  Frankland  ;  in  più 
fermenta  glicerina  e  talora  dulcite. 

Strong  (1899):  fermenta  glicosio  e  saccarosio,  non  il  lattosio. 

Clairmont  (1902):  fermenta  glicosio,  lattosio,  saccarosio;  descrive 
psrò  anche  uno  stipite  non  gazogeno. 

Muir  e  Ritchie  {1902):  fermenta  il  glicosio,  il  lattosio,  il  maltosio, 
la  destrina,  la  mannite  ;  la  glicerina"viene  fermentata  o  no,  a  seconda 
degli  stipiti. 

Babes  (1903)  :  non  gazogeno  ;  altri  stipiti  però  1  fermentano  il  gli- 
cosio e  il  saccarosio,  non  il  lattosio. 

Segin  (1903):  produce  acidi  dagli  esosi,  disacoaridi,  dalla  mannite. 

Lehmann  e  Neumann  (1904)  :  fermenta  glicosio  e  lattosio. 

3Iac  Conhey  (1905):  fermenta  gli  esosi,  il  saccarosio,  il  maltosio, 
il  raffinosio,  l'arabinosio,  la  destrina,  gli  alcool  esavalenti  ;  produce 
solo  acidi  dal  lattosio. 

Perkins  (1905)  :  fermenta  il  glicosio,  il  saccarosio,  il  levulosio,  il 
maltosio,  la  mannite,  non  il  lattosio,  nè  la  glicerina. 

Edwards  (1905)  :  fermenta  tutti  i  carboidrati  eccetto  che  il  lat- 
tosio. 

Bertarelli  (1905)  :  fermenta  il  glicosio,  il  lattosio,  il  saccarosio. 

Vourloud  (1908)  :  non  gazogeno;  produce  acidi  da  gran  numero  di 
sostanze,  non  attacca  il  lattosio,  la  dulcite,  l'inulina. 

Castellani  (1912)  produce  solo  acidi  dal  lattosio;  gas  e  acidi  da 
quasi  tutti  gli  altri  zuccheri. 

Page  (1912):  non  fermenta  la  dulcite  e  l'inulina;  produce  acidi 
e  gas  dal  glicosio,  maltosio,  raffinosio,  mannite,  destrina  e  anche  dal 
lattosio,  ma  in  quantità  scarsa  e  tardivamente. 

Per  quanto  riguarda  la  coagulazione  del  latte  troviamo  le  seguenti 
indicazioni  : 

B.  pneumoniae  coagula  il  latte  per  Smith,  Grimbert,  Hewlet, 
Lòwenberg,  Denys  e  Martin,  Castellani; 

non  coagula  secondo  Clairmont,  Muir  e  Ritchie,  Strong,  Leh- 
mann  e  Neumann,  Wilde,  Abel,  Edwards,  Perkins,  Babes,  Kokawa, 
Bertarelli,  mentre  Brissaud  osservò  solamente  una  parziale  e  molto 
tardiva  coagulazione. 

Quasi  tutti  gli  AA.  sono  concordi  nel  ritenere  questo  germe  anin- 
dolico;  solo  Perkins,  Mac  Conkey  e  Bertarelli,  per  qualche  stipite, 
osservarono  reazione  positiva. 

Per  il  rapporto  Hg  :  C0>  >  ì,  trovato  da  Smith  e  confermato  da  i 
Mac  Conkey  e  da  me,  esiste  la  contraria  indicazione  di  Strong  che 
trovò  per  B.  pneumoniae  H2  :  CO2  =  1. 

Sotto  il  nome  di  B.  pneumoniae  quindi  furono  descritti  germi  non 
gazogeni,  germi  gazogeni  fermentanti  il  lattosio  e  coagulanti  o  no  il 
latte,  germi  gazogeni  non  fermentanti  il  lattosio,  non  coagulanti  il 
latte. 

Non  crediamo  di  dover  di  nuovo  discutere  la  questione  dei  germi  non 
gazogeni;  siano  mucosi  identificabili  con  B.  rhinoscleromatis  0  siano 
forme  di  degenerazione  di  autentici  B.  pneumoniae,  essi  non  men- 
tano di  essere  presi  in  considerazione  quando  si  tratti  di  stabiHre  i 
criteri  d'identificazione. 
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Lasciando  da  parte  che  parecchie  delle  differenze  su  ricordate, 
sono  dovute  al  diverso  metodo  seguito  dagli  AA.,  è  piiì  che  proba- 
bile che  due  diverse  specie  batteriche  siano  comprese  sotto  il  nome 
di  B.  pneumoniae.  Ed  invero  quei  germi  fermentanti  il  lattosio  e 
coagulanti  il  latte  in  che  si  differenziano  da  B.  lactis  aèrogenesì 

Bisogna  ricordare  che  le  indicazioni  più  antiche  non  possono  avere 
valore  perchè  essendo  allora  imperfetto  lo  studio  delle  proprietà  dei 
germi,  l'identificazione  di  specie  veniva  fatta  sopratutto  tenendo 
conto  della  provenienza.  Anche  nelle  tavole  dell'Eisenberg  del  1887 
i  germi  studiati,  con  tutti  i  criteri  del  tempo,  non  vengono  che  scar- 
samente esaminati  dal  punto  di  vista  delle  loro  attività  biologiche. 

L'identificazione  di  B.  lactis  aèrogenes  è  certamente  più  facile  perchè 
la  descrizione  data  nel  1885  da  Escherich,  confermata  da  Eisenberg 
nel  1887,  individualizza  già  una  specie  a  sè  con  caratteri  sufficienti 
per  potervi  collocare  altri  stipiti  presi  in  esame,  anche  se  di  diversa 
provenienza.  L'immobilità,  l'aspetto  porcellanaceo  delle  colonie,  l'in- 
fissione  a  chiodo  in  gelatina  distinguono  questa  specie  da  B.  coli; 
inoltre  abbiamo  criteri  d'identificazione  più  che  sufficienti  nelle  os- 
servazioni fatte  sino  da  principio  che  si  tratta  di  una  specie  fermen- 
tante energicamente  le  soluzioni  di  latte  e  di  glicosio  con  produzione 
di  H  e  CO2  e  formazione  di  acido  lattico.  Le  varietà  di  Ford  non 
fermentanti  il  saccarosio  o  il  lattosio  sono  senza  dubbio  da  riferire 
a  specie  diverse. 

Ben  diversa  è  la  cosa  quando  si  tratta  di  B.  pneumoniae. 

Bisogna  prima  di  tutto  osservare  che  Friedlànder  quando  nel  1883, 
isolò  quel  germe  capsulato,  a  cui  diede  il  nome  di  Micrococcus  pneio- 
moniae,  nelle  sue  ricerche  culturali  non  fece  delle  piastre  e  non  ebbe 
alcun  riguardo  al  fatto  che,  nel  materiale  in  esame,  potevano  esi- 
stere diverse  specie  batteriche  (Giinther).  Col  materiale,  preso  dal 
polmone  ammalato,  Friedlànder  fece  direttamente  colture  per  infis- 
sione  in  gelatina  e  ottenne  così  delle  colture,  caratteristiche  a  chiodo, 
ma  non  si  può  sapere  in  quale  grado  di  purezza.  Successive  indagini 
culturali  furono  fatte  poi  nel  1886  da  Weichselbaum  che  denominò 
il  germe  capsulato  isolato  Bacillus  pneumoniae. 

Nel  1887  la  descrizione  che  ne  dà  Eisenberg  è  cosi  imperfetta  che 
per  l'identificazione  rimane  solo  criterio  la  provenienza:  gli  altri  ca- 
ratteri e  cioè  l'immobilità,  l'infissione  a  chiodo  in  gelatina,  l'aspetto 
porcellanaceo  delle  colture  in  agar,  l'abbondante  sviluppo  di  gas  in 
gelatina  e  su  patate  non  lo  differenziano  davvero  da  un  B.  lactis 
aèrogenes. 

Per  quanto  riguarda  la  sua  attività  biochimica,  non  si  possono 
prendere  in  considerazione  le  ricerche  di  Brieger  fatte  l'anno  stesso 
0  l'anno  successivo  della  scoperta  di  Friedlànder  dato  il  metodo  di 
isolamento  seguito  da  questo  A. 
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Le  ricerche  successive  di  Frankland  e  di  Grimberb  descrivono  un 
pneumobacillo,  per  nulla  differenziabile  da  B.  laclis  aèrogenes,  tanto 
che  Grimbert  e  Legros,  nel  1900,  devono  per  la  differenziazione  ri- 
correre alla  fermentazione  della  dulcite  attaccata,  secondo  gli  AA., 
da  B.  pneumoniae,  resistente  a  B.  lactis  aèrogenes. 

Smith  aveva  però  già  trovato  un  altro  criterio  differenziale  fra  le 
due  specie,  riguardante  il  rapporto  H2:C02:  per  B.  pneumoniae  >  1; 
per  B.  lactis  aèrogenes  =  1  o  <  1. 

Arriviamo  cosi  al  lavoro  di  Wilde  il  quale  per  primo  stabilisce  una 
netta  differenziazione  fra  B.  pneumoniae  e  B.  lactis  aèrogenes  ;  in  base 
a  numerose  ricerche,  su  stipiti  diversi,  egli  viene  nelle  seguenti  con- 
clusioni : 

B.  pneumoniae  produce  gas  dal  glicosio,  acido  dal  lattosio,  non 
coagula  il  latte. 

B.  lactis  aèrogenes  fermenta  il  glicosio,  il  lattosio  con  intensa  for- 
mazione di  acidi,  coagula  il  latte. 

Poco  tempo  appresso  Strong  conferma  tale  distinzione: 

B.  pneumoniae  produce  gas  dal  saccarosio,  dal  glicosio;  non  pro- 
duce gas,  o  pochissimo,  dal  lattosio  con  poco  o  punto  produzione  di 
acidi,  non  coagula  il  latte. 

B.  lactis  aèrogenes  produce  gas  dal  saccarosio,  dal  glicosio,  dal 
lattosio,  coagula  il  latte. 

È  inutile  seguire  i  risultati  ottenuti  in  seguito  dai  vari  AA.  perchè 
con  ¥/ilde  rimanevano  fissati  i  caratteri  specifici  dei  due  germi,  e, 
dati  i  precedenti  storici,  per  ragione  di  priorità,  è  conveniente  accet- 
tare le  conclusioni  di  Wilde.  Tanto  piii  poi  che  esse  furono  subito 
consacrate  da  Kruse,  nel  cui  laboratorio  Wilde  ha  lavorato,  nel  trat- 
tato di  Fliigge. 

È  indubitato  che  in  natura  si  trovano  numerosi  stipiti  che  o  sotto 
l'uno  o  sotto  l'altro  dei  gruppi  di  Wilde  e  di  Strong  si  possono  si- 
curamente riferire  e  siccome  il  nome  di  specie  è  una  convenzione  per 
lo  più  sostenuta  da  ragioni  storiche  la  nomenclatura  di  Wilde  ci  sembra 
la  più  accettabile. 

Naturalmente,  per  l'identificazione  di  specie,  perde  ogni  valore  il 
criterio  della  provenienza. 

Ulteriormente  furono  trovati  altri  caratteri  differenziali  fra  le  due 
specie:  si  confermò  il  diverso  rapporto  H2:C0^  stabiUto  da  Smith; 
si  vide  da  Durham  e  da  Mac  Conkey  che  B.  lactis  aèrogenes  dava 
quella  reazione  di  Voges  e  Proskauer  che  non  si  trovava  invece  per 
B.  pneumoniae;  si  confermava  la  maggiore  attività  fermentativa  di 
B.  lactis  aèrogenes,  sia  riguardo  alla  produzione  di  gas,  sia  in  rap- 
porto alla  più  intensa  pròduzione  di  acidi,  mettendosi  cosi  in  valore, 
sopratutto  per  le  belle  ricerche  del  Bertarelli,  l'importanza  dell'atti- 
vità acido-formativa  nella  diagnosi  differenziale  dei  germi  capsulati. 
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Altri  criteri  differenziali  non  trovano  consenso  generale  e  meritano 
quindi  ulteriore  conferma. 

Per  Grimbert  e  Legros  e  per  Mac  Conkey  la  fermentazione  della 
dulcite,  positiva  per  B.  pneumoniae ,  negativa  per  B.  lactis  aèrogenes, 
sarebbe  carattere  distintivo  :  è  però  da  ricordare  che  Grimbert  stesso 
aveva  già  riconosciuto  l'incostanza  della  fermentazione  della  dulcite: 
nelle  mie  ricerche  B.  lactis  aèrogenes  non  ha  fermentato  là  dulcite, 
ma,  corrispondentemente  alle  osservazioni  della  maggior  parte  degli 
AA.,  lo  stesso  comportamento  hanno  avuto  i  vari  stipiti  di  B.  pneu- 
moniae, eccezione  fatta  di  uno  solo. 

Hewlet  ritiene  caratteristica  per  B.  lactis  aèrogenes  la  fermenta- 
zione dell'inulina,  che  nessun  altro  autore  ebbe  invece  ad  osservare. 

Grimbert  osservò  anche  la  fermentazione  della  glicerina  per  B.  pneu- 
moniae, che  insieme  alla  fermentazione  del  saccarosio  e  della  dulcite, 
presenta  come  importanti  caratteri  differenziali  verso  B.  coli.  È  in- 
vece noto  che  B.  coli  var.  communior  fermenta  il  saccarosio,  che  la 
dulcite  è  pure  fermentata  da  B.  coli  (Mac  Conkey);  inoltre  dalle  mie 
ricerche  risulta  che  B.  coli,  B.  lactis  aèrogenes,  sono  capaci  di  fer- 
mentare la  glicerina,  mentre  fra  i  diversi  stipiti  di  B.  pneumoniae 
presi  in  esame  se  ne  trovò  uno  fermentante  questo  alcool. 

Non  è  adunque  possibile  prendere  come  carattere  differenziale  spe- 
cifico l'azione  fermentativa  sulla  dulcite  e  sulla  glicerina,  che  è  varia- 
bile per  una  stessa  specie  secondo  gli  stipiti  che  si  prendono  in  esame. 

Un'  altra  differenza  fra  B.  pneumoniae  e  B.  lactis  aèrogenes  si  trova 
nel  diverso  modo  di  scomposizione  del  glicosio,  solo  per  B.  lactis  aèro- 
genes avendosi  formazione  di  acetilmetilcarbinolo  (Harden,  Walpole). 
Harden  inoltre  trovò  che  se  si  dosano  i  prodotti  formati  dalla  scom- 
posizione del  glicosio  in  una  atmosfera  di  azoto  (alcool,  acido  for- 
mico, acido  acetico,  acido  lattico,  acido  succinico,  H  e  CO2),  per 
B.  lactis  aèrogenes  si  riscontra  piii  di  2.5  molecole  di  alcool  per  cia- 
scuna molecola  di  acido  acetico,  mentre  che  B.  pneumoniae  produce 
alcool  e  acido  acetico  in  proporzione  presso  a  poco  equimolecolare. 
Con  tale  ricerca  si  distingue  pure  B.  lactis  aèrogenes  da  B.  coli  e  da 
B.  acidi  lactici  Hueppe,  che  si  comportano  come  B.  pneumoniae. 

Abbiamo  quindi  un  complesso  di  caratteri,  i  quali  ci  assicurano 
che  B.  lactis  aèrogenes  e  B.  pneumoniae  sono  due  specie  nettamente 
distinte. 

B.  acidi  lactici  Hueppe,  è  specie  molto  vicina  a  B.  lactis  aèro- 
genes, così  poco  differenziabile  che  è  il  caso  di  domandarsi  se  non 
si  debba  considerare  come  semplice  varietà:  anzi  Kruse,  Lehmann 
e  Neumann  (almeno  per  le  forme  non  gramresistenti)  non  esitano 
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a  identificarlo  col  germe  di  Escherich,  mentre  Hewlett  e  Prescott 
l'avvicinano  a  B.  coli.  Si  differenzia  da  B.  lactis  aèrogenes  solo  perchè 
non  attacca  il  saccarosio.  . 

B.  coli  immobile  Wilde  'ioUega  il  gruppo  dei  germi  capsulati  al 
gruppo  B.  coli  differenziandosi  da  B.  lactis  aèrogenes  solo  per  l'aspetto 
culturale  e  per  la  produzione  di  indolo,  da  B.  coli  solo  per  la  man- 
canza di  mobilità.  Si  può  quindi  ritenere  che  i  germi  capsulati  non 
o  poco  mucosi,  siano  in  natura  rappresentati  dalle  specie  nominate 
e  che,  facilmente,  tutti  gli  stipiti  che  si  prendono  in  esame  possono 
nell'una  o  nell'altra  essere  identificati,  senza  discordanze  che  ci  sem- 
brano quasi  impossibili  quando  si  accettino  i  criteri  giustificati  già 
proposti  da  Wilde  e  accettati  da  Kruse.  Altrimenti  non  si  farà  che 
aumentare  la  confusione  creando  gruppi  o  sotto  gruppi  di  una  inu- 
tilità assoluta. 

* 
*  * 

I  mucosi  capsulati  sono  germi  assai  diffusi  in  natura  e  furono 
isolati  da  numerosi  AA.  sia  dagli  organi  normali,  sia  da  diverse  con- 
dizioni patologiche. 

Essi  sono  costantemente  trovati  nell'ozena  dove  per  la  prima  volta 
furono  descritti  come  specie  distinte  da  Lowenberg  (1884)  e  succes- 
sivamente da  Hajek  (1888),  da  Berliner  (1890),  Marano  (1890), 
Strazza  (1893). 

Abel  poi  nel  1893  ne  dava  una  chiara  descrizione  presentando  il 
germe,  da  lui  denominato  B.  mucosus  ozaenae,  come  somigliante  al 
pneumobacillo  di  Priedlànder,  ma  differenziantisi  da  questo  perchè 
forma  nelle  culture  una  massa  più  fluida,  perchè  dà  luogo  a  scarsa 
produzione  di  gas,  e  perchè  è  patogeno  per  i  topi.  Baurwicz  conferma 
i  risultati  di  Abel  e  successivamente  Pes  e  Gradenigo,  Auché  e  Brindel, 
De  Simoni,  Cozzalino,  ecc.  ritrovarono  costantemente  nelle  croste 
ozenatose  un  b.  capsulato.  Senza  entrare  nella  questione  se  real- 
mente questo  microrganismo  sia  la  causa  dell' ozena,  ricordiamo  però 
come  simili  capsulati  furono  trovati  anche  nel  secreto  nasale  nor- 
male e  come  indifferenziabili  da  essi  siano  quasi  tutti  i  mucosi  iso- 
lati da  svariate  sedi  dagli  AA.,  che  nei  lavori  di  Sachs  e  di  Fricke 
sono  diligentemente  elencati.  È  quindi  improprio  il  nome  dato  da 
Abel  a  questa  specie,  come  improprio  è  quello  di  B.  ozaenae  pro- 
posto da  Kruse;  se  poi  si  tiene  conto  che  un  germe  cogli  stessi  ca- 
ratteri di  quello  descritto  da  Abel  era  già  stato  descritto  nel  1891 
da  Fasching  che  lo  aveva  isolato  dal  secreto  nasale  e  da  escreati 
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tubercolari,  non  è  dubbio  che  si  debba  conservare  il  nome  di  B,  cajì- 
sulatus  mucosus  Fasching  per  questa  specie  batterica,  nome,  che 
per  maggior  correttezza^  dovrebbe  essere  modificato  in  B.  mucosum. 

Il  germe  di  Fasching  e  quello  di  Abel,  infatti,  studiati  compara- 
tivamente, anche  nei  caratteri  biochimici  da  Perkins,  si  dimostrarono 
identici.  Discordi  invece  sono  i  risultati  ottenuti  da  Clairmont,  il 
quale  però  non  confrontò  lo  stipite  di  Abel,  ma  nove  stipiti  di  nuovo 
isolamento,  al  quale  proposito  è  bene  osservare  come  dalle  croste 
ozenatose,  si  possano  isolare  anche  altri  capsulati,  che  non  sono  il 
B.  di  Fasching,  p.  es.  B.  pneumoniae  e  B.  lactis  aèrogenes  di  reperto 
così  frequente  anche  nel  secreto  nasale  normale.  Questo  ci  può  spie- 
gare le  contraddizioni  che  riguardano  i  poteri  fermentativi  dei  germi 
isolati  dell'ozena,  per  quanto  io  creda  ohe,  riguardo  la  fermentazione 
del  lattosio,  i  dispareri  siano  più  che  altro  dovuti  all'uso  di  terreni 
non  privati  dagli  zuccheri  della  carne,  o  di  lattosi  non  chimicamente 
puri. 

Così  solo  ci  potremo  spiegare  come  il  B.  di  Fasching,  proveniente 
sempre  da  Kràl,  per  Clairmont  produca  solo  acidi  dal  glicosio,  dal 
lattosio,  dal  saccarosio,  per  Perkins  fermenti  il  glicosio  e  il  sacca- 
rosio e  non  il  lattosio,  per  Bertarelli  fermenti  tutti  e  tre  questi 
zuccheri. 

Quasi  tutti  gli  AA.  sono  però  concordi  nel  ritenere  che  i  bb.  mu- 
cosi isolati  dall'ozena  non  coagulano  il  latte  (Lòwenberg,  Abel,  Leh- 
mann  e  Neumann,  Clairmont  per  alcuni  stipiti,  Perkins,  Bertarelli, 
Page,  il  quale  però  ebbe  a  osservare  scarsa  e  tardiva  produzione  di 
gas  in  terreni  lattosati),  mentre  Robineau,  Cozzolino  e  Clairmont  per 
altri  stipiti,  osservarono  una  lenta  e  tardiva  coagulazione. 

Ciò  che  non  meraviglia  in  quanto  si  può  facilmente  spiegare  —  e 
questo  vale  anche  per  B.  pneumoniae  —  con  la  diversa  reazione  del 
latte  usato  come  terreno  di  coltura.  Tanto  il  pneumobacillo,  quanto 
questi  mucosi  sono  pur  sempre  germi  che  attaccano  il  lattosio,  con 
scarsa,  ma  costante  produzione  di  acidi  e  se  si  fanno  colture  di  essi 
in  latte,  non  con  reazione  anfotera,  ma  con  netta  reazione  acida,  è 
piiì  che  possibile  che  le  due  acidità  sommandosi,  diano  un  tale  grado 
da  permettere  la  coagulazione  della  caseina. 

B.  mucosum  è  anindolico,  come  confermano  tutti  gli  A  A.  salvo 
le  discordi  indicazioni  di  Perkins  e  di  Bertarelli  per  uno  stipite. 

Dalle  ricerche  dei  vari  AA.  risulta  che  questi  germi  mucosi,  per 
le  loro  proprietà  biochimiche,  non  si  differenziano  da  B  pneumoniae. 

Sotto  questo  punto  di  vista  è  quindi  giustificato  il  criterio  seguito 
da  taluni  AA.  di  considerare  B.  mucosum  o  identificabile  con  B.  pneu- 
moniae o  come  varietà.  Strong,  Clairmont,  Perkins,  parecchi  tratta- 
tisti, arrivano  a  questa  conclusione. 

Bertarelli  invece,  e  con  vantaggio  dell'esattezza,  tiene  distinti  due 
gruppi,  separando  il  gruppo  del  B.  aerogene  «  con  due  sottospecie: 
1°  la  sottospecie  Lactis  aèrogenes  di  Escherich  ;  2°  la  sottospecie 
pneumobacillo  di  Friedlànder  »  dal  gruppo  «  che  comprende  la  va- 
I    rietà  Gapsulatus  mucosus  di  Fasching  e  il  bacillo  del  rinoscleroma  ». 
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B.  mucosum  si  differenzia  da  B.  pneumoniae,  innanzi  tutto  per  il 
carattere  mucoso  delle  colture  e  perchè  vi  si  dimostra  capsulato; 
inoltre  si  differenzia  in  baso  alle  attività  acidoformative  nei  vari 
terreni  con  idrati  di  carbonio,  come  dimostra  Bertarelli  e  come  le 
ricerche  di  Hamm  e  di  Torhorst  e  le  mie  confermano,  in  quanto  i 
batteri  mucosi  producono  poca  quantità  di  acidi,  sempre  minore  di 
quella  che,  pure  in  quantità  non  rilevante,  viene  prodotta  da  B.  pmu- 
moniae.  Anche  la  quantità  di  gas  prodotto  dai  vari  idrati  di  carbonio 
è  minore.  Inoltre  il  rapporto  H2  :  CO2  risulta  dalie  mie  ricerche  diffe- 
rente: per  B.  fneumoniac  >  1  :  per  B.  mucosum  —  1. 

Se  si  vuole  poi  tenere  conto  anche  del  fatto  che  in  confronto  dei 
pneumobacilli,  i  bb.  mucosi  sono  poco  o  punto  patogeni  e  «  che  sono 
cattivi  formatori  di  agglutinine  e  male  agglutinabili  anche  con  sieri 
molto  attivi  ottenuti  col  gruppo  degli  aerogenes  »  (Bertarelli),  ab- 
biamo tutto  un  insieme  di  caratteri  che  giustifica  il  nostro  criterio 
di  ritenere  B.  mucosum,  come  specie  nettamente  differenziata  da 
B.  pneumoniae. 

Nei  quattro  casi  di  ozena  nei  quali  abbiamo  fatto  indagini  batte- 
riologiche, in  due  casi  si  isolarono  germi  identificabili  col  B.  mucoso 
di  Fasching,  in  altri  due  casi  batteri  mucosi,  che,  j)er  essere  privi 
di  attività  gazogena,  si  avvicinano  ai  germi  isolati  dal  Rinoscleroma 
dai  quali  si  differenziano  solamente  perchè  attaccano  il  lattosio,  pro- 
ducendo una  scarsissima  quantità  di  acidi.  Data  la  pochissima  aci- 
dità prodotta  da  questi  germi  nei  terreni  lattosati  e  dato  che  non  è 
improbabile  che  anche  i  germi  del  rinoscleroma  possono  produrre 
una  tal  minima  quantità  di  acidi  non  rivelabile  colla  laccamuffa,  da 
noi  usata  come  reattivo,  non  vogliamo  per  ora  separare  questi  mu- 
cosi da  B.  rhinoscleromatis,  col  quale  crediamo  opportuno  identifi- 
carli. 

*  à 

Anche  B.  rhinoscleromatis  è  per  me  una  specie  ben  definita,  non 
identificabile  con  nessun  altro  capsulato. 

Per  De  Simoni  esso  non  sarebbe  che  varietà  di  una  specie  che 
ha  per  prototipo  B.  pneumoniae;  concetto  diviso,  sebbene  con  qualche 
riserva,  anche  da  Strong  ;  Clairmont  che  pure  ritiene  identificabile 
con  B.  pneumoniae  il  bacillo  isolato  dall'ozena,  ritiene  che  il  b.  del 
rinoscleroma  sia  differente. 

Abel  crede  di  non  potersi  pronunciare  sulla  identità  dei  diversi 
microrganismi  capsulati  e  Babes  ritiene  di  non  avere  sicure  basi  per 
differenziare  il  B.  del  rinoscleroma  dagli  altri  capsulati.  Abbiamo  già 
visto  che  anche  Galli- Valerio  non  ritiene  possibile  differenziare  questa 
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forma  dal  B.  di  Friedlander  e  le  probabili  ragioni  che  hanno  indotto 
questo  A.  e  Babes  a  dare  il  loro  giudizio.  Perkins,  pure  riconoscendo 
che  i  bb.  isolati  dal  rinoscleroma  non  sono  gazogeni,  non  li  vuole 
differenziare  da  B.  pneumoniae,  ritenendoli  come  forma  degenerativa. 
Anzi  in  seguito  egli  non  riconosce  come  prototipo  del  gruppo  dei 
capsulati  che  B.  lactis  aèrogenes,  con  che  seguendo  tali  criteri  noi 
potremmo  anche  definire  B.  typhi  come  una  varietà  degenerata  di 
B.  coli. 

I  bb.  isolati  da  casi  di  rinoscleroma  .sono  in  generale  descritti  in 
modo  uniforme  dai  vari  autori,  il  che  ci  conforta  nel  ritenere  questo 
germe  come  un'entità  specifica.  Essi  furono  per  la  prima  volta  visti 
da  V.  Frisch  (1882)  e  dimostrati  come  germi  capsulati  da  Cornil  e 
Alvarez  nel  1885.  Paltauf  e  Eiselsberg  ottennero  nel  1886  questi  germi 
mucosi  in  culture  pure  e  dalla  descrizione  di  questi  A  A.  e  da  quelle 
di  Dittrich  (1887),  il  nuovo  germe  isolato  male  si  differenzia  da  un 
B.  pneumoniae.  Wilde  riconosce  per  primo  in  B.  rhinoscleromatis  la 
mancanza  di  proprietà  gazogena,  in  quanto  non  produce  gas  nè  dal 
glicosio,  nè  dal  lattosio  e  nei  lattosio  non  produce  acidi  o  in  scarsa 
quantità.  Clairmont,  Perkins,  Babes,  Vourloud,  Russ,  confermano 
che  B.  rhinoscleromatis  è  germe  non  gazogeno,  mentre  lo  stipite 
studiato  da  Strong  fermenta  il  glicosio  e  il  saccarosio,  non  il  lattosio; 
quello  di  Bertarelli  fermenta  il  glicosio  e  il  lattosio,  non  il  sac- 
carosio e  quello  isolato  da  Galli -Valerio  fermenta  leggermente  il  lat- 
tosio, qualità  che  per  altro  non  fu  poi  riscontrata  sullo  stesso  stipite 
da  Vourloud.  Tutti  gli  AA.,  eccezione  fatta  di  Paltauf  e  di  Perkins 
sono  concordi  nel  ritenere  che  B.  rhinoscleromatis  non  coagula  il  latte 
(Abel,  De  Simoni,  Babes,  Clairmont,  Vourloud,  Wilde,  Bertarelli, 
Galli-Valerio)  e  non  produce  iadolo  (Clairmont,  Perkins,  Wilde,  Bab?3, 
Galli- Valerio,  Bertarelli). 

B.  rhinoscleromatis  è  germe  non  gazogeno,  dotato  di  scarsissima 
attività  acido-formativa,  ancor  meno  degli  altri  bb.  mucosi,  dai  quali 
si  differenzia  anche  perchè  la  prova  del  Biffi  è  negativa  e  perchè  non 
produce  triptofane.  Si  deve  quindi  differenziare  come  specie  nel  gruppo 
dei  capsulati;  nella  sua  identificazione  quindi  non  può  avere  peso  il 
criterio  della  provenienza,  ma  sì  quello  dei  suoi  speciali  caratteri  bio- 
chimici. 

B.  rhinoscleromatis  si  può  riscontrare,  come  effettivamente  lo  fu, 
anche  indipendentemente  dallo  speciale  granuloma,  come  dal  rinoscle 
roma  è  possibile  talora  isolare  capsulati  che  si  devono  riferire  ad  al- 
tre specie  del  gruppo. 

Ricordiamo  infine  che  l'entità  specifica  di  B.  rhinoscleromatis  è  con- 
fortata dalle  quasi  concordi  affermazioni  degli  AA.  che  lo  studiarono 
sotto  il  punto  di  vista  delle  reazioni  immunitarie.  Se  Klemperer  e 
Scheier  in  base  a  esperienze  di  immunizzazione  e  di  agglutinazione 
ritengono  non  differenziabili  il  pneumobacillo,  il  b.  dell'ozena  e  ilb.  del 
rinoscleroma,  se  incerti  possono  sembrare  i  risultati  ottenuti  da 
Bertarelli,  da  Streit,   da  Galli- Valerio  ;  V.  Tisler  e  Porges,  mediante 
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la  precipitazione  e  l'agglutinazione,  Goldzieher  e  Neuber,  Babes  e  Va- 
siliu  mediante  la  deviazione  del  complemento,  riconoscono  che  B.  rhi- 
noscleromatis  è  specificamente  diverso  da  B.  pneumoniae. 

* 

*  * 

Se  ora  vogliamo  trarre  una  conclusione,  basata  sulle  fatte  consi- 
derazioni, sull'esame  degli  stipiti  da  noi  presi  in  considerazione  e 
sullo  studio  della  letteratura  riguardante  i  capsulati,  non  sembrerà 
cosa  troppo  lontana  dal  vero  l'affermare  inopportune  ed  inutili  le 
distinzioni  in  classi  e  in  tipi,  quando,  con  criterio  più  rigidamente 
scientifico,  è  possibile  classificare  tutti  1  capsulati  in  specie  ben  defi- 
nite, dotate  di  peculiari  caratteri.  I  capsulati  studiati  dallo  scrivente 
rientrano  tutti  in  specie  già  conosciute  in  batteriologia  e  delle  quali 
era  solo  opportuno  bene  fissare  i  criteri  d'identificazione:  in  tali 
specie  rientrano  pure  tutti  i  vari  capsulati  trovati  dagli  AA.,  lievi 
deviazioni  dal  tipo  potendo  essere  considerate  come  varietà,  mentre 
nuove  specie  possono  solo  essere  ammesse  in  base  a  un  criterio  sta- 
tistico. 


Le  più  note  classificazioni  dei  germi  capsulati  sono,  per  ordine 
cronologico,  le  seguenti: 

1°  Classificazione  di  Wilde: 


1  tipo 
B.  lactìs 
innocuus 

II  tipe 
Sklerom- 
bacillus 

III  tipo 
B.  pneumoniae 

IV  tipo 
B.  aèrogenes 

V  tipo 
B.  coli 
immobile 

Gas  da  glicosio  . 

+ 

+ 

+ 

Acido  da  lattosio. 

alcali 

—  0  poco 

+ 

+ 

+ 

Latte  (coagula- 
zione) 

+ 

Colonie  in  gela- 
tina 

capoccbiate 
0  colisimili 

capocohiate 

capoccbiate 

capoccbiate 
0  colisimili 

colisimili 

2°  Classificazione  di  Strong: 

a)  Gruppo  di  Friedlànder,  B.  pneumoniae,  B.  ozaenae,  B.  capsu- 
latus  mucosus,  B.  Wright  e  Mallory,  B.  rhynoscleroma,  pseudo-capsule 
in  coltura,  gas  da  glicosio  e  saccarosio,  da  lattosio  non  o  poco  gas, 
non  o  poco  acido,  non  coagulazione  del  latte. 


493 


b)  Gruppo  aèrogenes,  non  pseudo- capsule  in  coltura,  gas  e 
acidi  da  glicosio,  lattosio,  saccarosio;  coagulazione  del  latte. 

3°  Classificazione  di  Clairmont: 
Tipo  I.  Bacillus  mucosus  capsulatus: 
Specie    I.  Friedlànder;  Abel-Loewenberg. 
»      II.  Fasching. 
»     III.  B.  del  rinoscleroma. 
Tipo  II.  Bacillus  aèrogenes: 
Specie    I.  Pfeiffer. 

»  II.  B.  aèrogenes  Escherich,  varietà  a;  B.  coli  immobile 
Wilde,  varietà  jS. 

4°  Classificazione  di  Ferkins: 

I.  Gruppo.  Capsulati  che  fermentano  tutti  gli  idrati  di  carbo- 
nio con  produzione  di  gas.  B.  aèrogenes  (B.  capsulatus  septicus  di  Bor- 
doni-Uffreduzzi ;  B.  capsulato  di  Pfeiffer,  ecc.). 

II.  Gruppo.  Capsulati  che  fermentano  tutti  gli  idrati  di  car- 
bonio eccetto  che  il  lattosio.  B,  Friedlànder  {B.  ozaenae,  B.  capsu- 
lato di  Fasching.  B.  rhinoscleromatis,  considerato  come  forma  dege- 
nerativa). 

III.  Gruppo.  Capsulati  fermentanti  tutti  gli  idrati  di  carbonio 
eccetto  che  saccarosio.  B.  acidi  luetici. 

5°  Classificazione  del  Bertarelli  : 
Tipo  I.  Bacillus  aèrogenes: 
Specie  I.  B.  Lactis  aèrogenes  (Escherich). 

»     II.  Pneumobacillo  di  Friedlànder  con  alcune  varietà. 
Tipo  II.  Bacillus  capsulatus  mucosus. 

Specie  I.  Fasching  (capsulatus  mucosus  di). 
»     II.  Bacillo  del  rinoscleroma. 


Buona  parte  di  queste  classificazioni  sono  artificiose,  e  solamente 
quella  del  Bertarelli  corrisponde  a  un'esatta  distinzione  di  specie, 
quali  esistono  in  natura,  specie  che  già  erano  state  fissate,  in  mas- 
sima parte,  dal  magistrale  lavoro  di  Wilde. 

Riconoscendo  inutile  e  artificiosa  la  classificazione  di  sottogruppi 
e  di  tipi,  mi  sembra  piii  logico  riconoscere  nel  gruppo  dei  Bb.  capsu- 
lati le  seguenti  specie,  denominate  col  nome  generico  di  Bacterium 
secondo  i  criteri  di  Lehmann  e  Neumann,  e  corrette  per  quanto  è 
possibile  col  criterio  della  nomenclatura  binomiale  che  anche  in  bat- 
teriologia deve  essere  adottato: 

a)  B.  coli,  var.  immobile  Wilde. 

b)  B.  aèrogenes,  (B.  lactis  aèrogenes  Escherich,  B.  capsulatum 
Pfeiffer). 

c)  B.  acidi  lactici  Hueppe. 

d)  B.  pneumoniae  Friedlànder. 

e)  B.  mucosum  Fasching.  (B.  capsulatus  mucosus  Fasching  — 
B.  mucosus  ozaenae  Abel  —  B.  ozaenae  Kruse). 
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/)  B.  rhinoscleromatis  v.  Frisch. 

L'identificazione  dei  germi  capsulati  va  fatta  secondo  i  caratteri 
culturali  e  le  diverse  attività  biochimiche  di  cui  si  discorre  nel  pre- 
sente lavoro,  tenendo  anche  presente  i  caratteri  differenziali  relativi 
al  potere  patogeno  e  alle  reazioni  immunitarie,  i  quali  non  possono 
che  confermare  le  nominate  distinzioni  specifiche,  come  mi  propongo 
dimostrare  in  una  successiva  pubblicazione. 

Nella  seguente  tabella  si  notano  i  caratteri  differenziali  delle  varie 
specie  di  batteri  capsulati. 
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Conclusioni. 

1"  Per  i  caratteri  morfologici  e  culturali  i  così  détti  «  Bb.  cap- 
sulati  »  si  distinguono  in  due  gruppi: 

a)  non  capsulati  nelle  colture,  con  scarsa  o  mancante  produ- 
zione di  sostanza  mucosa:  B.  aèrogenes;  B.  acidi  lactici;  B.  pneu- 
monìae  ; 

b)  capsulati  anche  in  coltura,  con  abbondante  produzione  di 
sostanza  mucosa:  Bb.  mucosi  p.  d.  (Bb.  dell'ozena,  del  rinoscle- 
roma,  ecc.). 

2°  Tutti  i  capsulati  del  I  gruppo  sono  gazogeni  per  i  monosac- 
caridi, il  maltosio,  il  raffinosio,  la  mannite,  la  sorbite;  sono  anindo- 
liei,  ma  dànno  la  reazione  proteinocromica. 

Il  diverso  comportamento  dell'azione  fermentativa  rispetto  al 
lattosio  e  al  saccarosio  permette  di  distinguere  fra  essi  tre  specie: 

B.  aèrogenes,  coagula  il  latte  e  fermenta  il  lattosio  e  il  sacca- 
rosio con  produzione  di  gas; 

B.  acidi  lactici,  si  differenzia  da  B.  aèrogenes  solo  perchè  non 
fermenta  il  saccarosio; 

B.  pneumoniae,  non  coagula  il  latte,  produce  solo  acidi  dal 
lattosio,  fermenta  il  saccarosio  con  produzione  di  gas. 

Inoltre  B.  aèrogenes  e  B.  acidi  lactici  si  differenziano  da  B.  pneu- 
moniae perchè  hanno  maggiore  attività  gazogena  e  acidoformativa, 
perchè  dànno  la  reazione  di  Voges  e  Proskauer  e  perchè  il  rapporto 
H2  :  CO2  per  il  gas  prodotto  dal  glicosio  è  per  i  primi  due  germi  =  1; 
per  B.  pneumoniae  >  1. 

3°  I  Bb.  mucosi  p.  d.  si  distinguono  in  due  tipi:  quelli  del  I  tipo 
per  i  loro  caratteri  biochimici  si  comportano  come  B.  pneumoniae, 
ma  se  ne  distinguono  per  una  minore  attività  gazogena  e  acidofor- 
mativa e  per  il  rapporto  H2  :  CO2  =  l. 

I  germi  del  II  tipo  invece  non  sono  gazogeni,  presentano  una 
scarsissima  attività  acidoformativa  e  non  fermentano  il  raflfinosio. 

4°  Dall'ozena  furono  isolati  Bb.  mucosi  dei  due  tipi  :  dal  rino- 
scleroma  solo  Bb.  mucosi  del  II  tipo.  Al  I  tijjo,  riscontrabile,  oltre 
che  nell'ozena,  anche  in  altre  affezioni,  fu,  per  ragioni  di  priorità, 
conservato  il  nome  datogli  da  Fasching,  corretto  in  B.  mucosum  se- 
condo la  nomenclatura  binomiale. 

Al  II  tipo  corrisponde  B.  rhinoscleromatis  v.  Frisch. 
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5°  Tutti  i  Bb.  capsulati  non  attaccano  i  polisaccaridi,  la  quer- 
cite,  l'amigdalina.  Qualche  stipite  di  B.  pneumoniae  è  però  capace  di 
fermentare  la  dulcite  e  alcuni  stipiti  di  B.  pneumoniae  e  di  B.  mu- 
cosum  fermentano  la  glicerina. 

6°  Coltivando  serialmente  in  latte  stipiti  di  B.  pneumoniae  e  di 
B.  mucosum  è  possibile  ottenere  da  essi  una  forte  coagulazione  de] 
latte,  senza  però  che  questo  carattere  rimanga  fissato  nella  specie. 
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I.  —  Opinioni  sulla  specificità  degli  ecto-enzìmi  proteolitici. 

Le  opinioni  sulla  specificità,  sulla  azione  specifica  o  generica  o 
mono  polivalenza  dei  varii  enzimi  proteolitici  sono  oltremodo  dispa- 
rate e  riguardano  più  che  altro  l'esistenza  o  no  di  una  glutìnasi  spe- 
cifica. Così  mentre  lo  scrivente  (1)  e  poi  Ascoli  e  Neppi  ammisero 
che  la  glutinasi  non  fosse  un  enzima  a  sè,  ma  sibbene  una  delle  varie 
proprietà  degli  enzimi  triptici,  Pollak  e  Hattori  sostennero  invece  la 
esistenza  di  una  glutinasi  specifica. 

Opinioni  non  altrettanto  precise  espressero  invece  il  Duclaux, 
ora  sostenendo  che  la  glutinasi  è  identica  alla  caseasi  ora  che  è  iden- 
tica invece  alla  tripsina  (2)  e  ora  (pag.  664)  mostrandosi  propenso 
contro  Sidney  Martin  a  riunire  la  papaina  alla  tripsina  (3).  I/Achalme 
sostenendo  che  la  glutinasi  microbica  è  identica  alla  tripsina  e,  col 
Pawlow,  che  la  tripsina  è  identica  alla  caseasi  (4). 

Tornando  al  Pollak  ed  all'Hattori  :  il  Pollak  credette  di  avere  sco- 
perto un'antiglutinasi  (tripsina  inattivata)  capace  di  paralizzare  il 
potere  glutinolitico,  lasciando  intatto  il  sierolitico  e  di  poter  dimo- 
strare con  questa  l'esistenza  di  una  glutinasi  specifica. 


(1)  Duclaux  a  pag.  618,  voi.  II,  del  suo  trattato  non  asserisce  il  vero 
quando  scrive:  «  Dans  une  seria  de  travaux.  Fermi  donne  la  diastasequi 
dissout  la  gelatine  corame  identique  à  la  tripsine  ».  Infatti  io  non  ho  mai 
parlato  di  identità,  che  hò  sempre  anzi  negato;  io  mi  sono  limitato  sol- 
tanto a  chiamare  triptici  gli  enzimi  proteolitici  dei  microbi,  perchè  più  si- 
mili alla  tripsina  che  alla  pepsina. 

(2)  A  pag.  fc63,  voi.  II,  del  suo  Trattato,  il  Duclaux  scrive:  «  Nous 
avons  déjà  étudié  cette  question  et  conolu  que  la  glutinase  était  peut- 
étre  identique  à  la  trypsine,  peut  étre  difìérente  ». 

(3)  «  Sidney  Martin  a  vu  que  la  jus  de  la  piante  donne  avec  la  fibrine 
des  aeidas  amidés,  et  cependant  il  ne  consent  pas  à  assimiler  la  papaine 
à  la  trypsine,  sous  prétexte  que  Iss  produits  intermédiaires  ne  sont  pas 
les  mémes.  Si  cela  était  bien  demoncré,  le  prétexte  serait  des  plus  va- 
ia bles,  mais  cette  distinction  et  cette  différenciation  des  produits  inter- 
médiaires repose  sur  des  réactions  tellement  incertaines  et  tellement  dif- 
ficiles  à  interpréter  que  le  doute  est  permits  et  qu'on  peut,  jusqu'à  plus 
ampie  informé,  réunir  la  trypsine  et  la  papaine  ». 

(4)  Inesatto  è  qui  il  parlare  di  identità.  Identità  non  esiste  tra  gli  en- 
zimi proteolitici.  Differenze  più  o  meno  grandi  si  rilevano  infatti  tra  gli  en- 
zimi proteolitici  delle  diverse  specie  animali  e  vegetali.  Salienti  differenze 
verso  i  vari  agenti  fisico-chimici  e  biochimici  riusci  a  lo  scrivente  a  met- 
tere in  evidenza  persino  tra  i  varii  enzimi  proteolitici  microbici.  Tanto 
più  inesatto  sarà  quindi  il  parlare  di  identità  tra  glutinasi  e  caseasi,  che, 
come  dicono  i  nomi  stessi  sono  enzimi  attivi  su  aJbumiroidi  differenti. 
L'asserzione  del  Duclaux  che  tutti  gli  enzimi  fluidificanti  sciolgono  la  ca- 
seina, se  non  fosse  erronea,  come  ha  potuto  dimostrare  lo  scrivente,  sa- 
rebbe sempre  insufficiente.  Ancor  più  inesatto  infine  è  il  sostenere  l' ideu- 
tità  della  glutinasi  e  caseasi  (che  rappresentano  solo  due  poteri  ed  anche 
diversi  tra  loro)  colla  tripsina,  che  rappresenta  un  miscuglio  di  enzimi  o 
di  poteri  proteolitici. 
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L'Hattori,  dal  canto  suo,  sostenne  di  esser  riuscito  a  distruggere 
mediante  sostanze  chimiche  il  potere  a.lbumolitico,  il  sierolitico  ed  il 
fibrinolitico  conservando  intatto  il  glutinolitico  e  così  a  dimostrare 
l'esistenza  di  una  glutinasi  specifica. 

Ora  come  dimostreremo  in  seguito,  la  pretesa  antiglutinasi  del 
PoUak  non  esiste  ed  il  fatto  osservato  dall'Hattori,  già  trovato  dallo 
scrivente  molti  anni  avanti,  va  interpretato  in  tutt'altro  modo.  E 
d'altra  parte  se  si  volesse  considerare  la  tripsina  un  miscuglio  di 
tanti  catalizzatori  monovalenti,  glutinolitici,  caseinolitici,  fibrinolitici, 
sierolitici,  albumolitici,  ecc.,  si  dovrebbe  far  lo  stesso  per  la  pepsina, 
venendo  così  a  poco  a  poco  a  creare  tanti  nuovi  enzimi  peptici 
quante  sono  le  varie  sostanze  albuminoidi  sciolte  dalla  pepsina,  aven- 
dosi così  tanto  peptoglutinasi,  peptofibrinolasi,  peotocaseasi,  pepto- 
sarcolasi,  peptoserolasi,  peptoalbumasi,  ecc. 

Lo  stesso  pure  si  dovrebbe  fare  conseguentemente  per  la  papaina 
e  per  tutti  i  secreti  o  succhi  proteolitici  animali  o  vegetali,  arrivando 
così,  dato  l'infinito  numero  di  succhi  o  secreti  proteolitici  ed  il  nu- 
mero infinito  di  sostanze  albuminoidi  e  loro  combinazioni  e  mesco- 
lanze (1),  ad  un  numero  di  catalizzatori  monovalenti  superiore  a  qual- 
siasi immaginazione. 

D'altro  canto  poi  è  mai  possibile  che  un  enzima  attivo  sull'albume 
non  lo  sia  anche  sulla  fibrina,  sulla  caseina,  ecc.,  e  viceversa? 

Comunque  sia  la  quistione  è  ardua  e  completamente  da  risolvere. 

Il  Fischer  (2)  stesso,  che  ha  tanto  contribuito  a  rafforzare  il  con- 
cetto di  specificità,  scrive  che  questo  problema  è  attualmente  inso- 
lubile e  che  rimari'à  tale  finché  non  si  conoscerà  la  costituzione  chi- 
mica degli  enzimi  (3). 

L'illustre  Emil  Fischer  nonché  il  prof.  Abderhalden  di  Berlino, 
che  si  sono  occupati  molto  di  enzimi  e  della  loro  specificità,  da  me 
interpellati,  dichiararono  apertamente  che  il  problema  della  specificità 
delle  ecto-proteasi,  cioè  se  le  medesime  sono  dei  corpi  unici  od  un 
miscuglio  di  glutinasi,  fibrinasi,  cascasi,  serasi,  ecc.,  è  ancora  comple- 
tamente da  risolvere  ed  è  oltremodo  difficile. 


(1)  I  vari  albuminoidi  gelatina,  fibrina,  caseina,  siero  albume,  glu- 
tine, ecc.,  sono  un  miscuglio  di  vari  altri  albuminoidi.  Così  il  glutine  ri- 
tiensi  la  mescolanza  di  due  proteidi;  l'albume  uaa  mescolanza  ovoglobu- 
lina  (che  non  è  neppur  semplice),  di  ovalbuminra  cristallizzata  di  Hofmei- 
ster  e  dell'ovalbumina  amorfa  o  konalbumina  di  Osborne  e  C  impbell. 

(2)  Fischer.  Bedeutung  der  Stereochemie  far  die  Physiologie.  Z.  f. 
PhysioL,  Chem.,  voi.  26. 

(3)  Per  evitare  ripetizioni  discuteremo  i  lavori  dei  vari  autori  man 
mano  che  se  ne  presenterà  roccasione. 
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Ecco  ciò  che  scrive  il  Fischer: 

«  Dass  viele  von  unseren  gewohnlichen  Fermenten  Gemische  sind, 
«  ist  recht  wahrscheinlich.  Wie  weit  man  nun  hier  in  dar  Differenzie- 
«  rung  gehen  soli,  làsst  sich  ohne  Experimente  schwer  sagen,  und 
«  ausserdem  muss  ioli  gestehen,  das?  die  meisten  bisher  angestelltea 
«  Versuche  in  dieser  Beziehung  auch  nur  eine  sehr  geringe  Bewei- 
«  skraft  besitzen. 

«  Jedenfalls  glaube  ich,  dass  es  iibertrieben  ist,  fiir  jedes  Pro- 
«  tein,  das  von  Pepsin  und  Trypsin  angegrifEen  wird,  ein  besondei'es 
«  Enzym  anzunehmen,  denn  die  notwendige  Folge  davon  wàre,  dass 
«  man  auch  fiir  jedes  Glukosid,  z.  B.  fiir  [j-Methylglukosid  und  [B-Phe- 
«  nolglukosid,  ein  spezielles  Enzym  voraussetzen  miisste.  Nach  alien 
«  chemisschen  Analogien  muss  ich  das  aber  fiir  recht  unwahrschein- 
«  lich  halten  ». 

Ecco  che  cosa  scrive  a  sua  volta  E.  Abderhalden: 
«  Es  spricht  manches  dafuer,  dass  Pepsin  und  Trypsin  niclit 
«  einheitlich  sind,  doch  fehlt  nach  meiner  Ueberzeugung  zur  Zeit  jeder 
«  sichere  Nachweis  einer  Glutinase,  etc.  So  lange  man  gezwungen  ist, 
«  mit  unbekannten  Substraten  und  den  nodi  unbekannteren  Fermen- 
«  ten  zu  arbeiten,  sind  sichere  Schluesse  sehr  schwierig  zu  fuehren  ». 

Ora  un  problema  così  difficile  e  delicato  non  poteva  risolversi  me- 
diante poche  esperienze  istituite  con  metodi  incerti  od  insufficienti- 
La  questione  doveva  quindi  essere  ripresa  ab  imis. 

In  mancanza  di  metodi  o  di  mezzi  diretti  e  sicuri,  era  duopo  af- 
frontare il  problema  da  tutti  i  lati,  escogitare  vie  nuove,  approfit- 
tare di  ogni  fatto. 

Così  abbiamo  cominciato  col  cercare  attivamente  se  esistono  nel 
regno  animale  e  vegetale  enzimi  prò  teolitici  monovalenti  e  ciò  indotti 
dal  ragionamento  che  se  ai  vari  poteri  (albumolitico,  sierolitico,  ecc.) 
corrispondessero  altrettanti  enzimi  monovalenti,  si  dovrebbe  trovare 
in  natura  qualche  enzima  dotato  di  potere  albumolitico,  sierolitico  e 
non  caseinolitico,  fibrinolitico  e  glutinolitico.  Abbiamo  indagato  se 
nell'ontogenesi  degli  enzimi  durante  la  secrezione  da  parte  degli  or- 
gani o  delle  cellule  e  nell'attivazione  dello  zimogeno  si  abbia  mai  il 
caso  di  un  succo  digestivo  dotato  di  potere  albumolitico,  sieroli- 
tico, ecc.,  ma  non  glutinolitico. 

Abbiamo  indagato  se  la  presenza  di  un  dato  enzima  (per  es.,  al- 
bumolitico, sierolitico,  ecc.)  in  un  animale  od  in  un  vegetale,  sia 
sempre  giustificata  dalla  presenza  dell' al buminoide  rispettivo  sul 
quale  l'enzima  deve  agire;  cioè  se  l'enzima  corrisponda  sempre  ad 
uno  scopo. 
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Abbiamo  tentato  poi  di  sopprimere  o  paralizzare  il  potere  gluti- 
nolitico  di  un  succo  digestivo  e  conservargli  invece  il  potere  fibrino- 
litico,  il  sierolitico,  l'albumolitico,  ecc. 

Abbiamo  provato  ad  isolare  i  vari  enfimi,  sia  arrestando  la  secre- 
zione degli  uni  e  favorendo  quella  di  altri,  sia  ricorrendo  alla  fil- 
trazione, alla  dialisi  sia  alla  precipitazione,  alla  filtrazione,  la  fissa- 
zione coi  rispettivi  albuminoidi  specifici. 

Abbiamo  abordato  tutti  questi  quesiti,  che  possono  pure  rappre- 
sentare altrettanti  capitoli  sulle  proprietà  degli  enzimi  secondo  il  so- 
prastante prospetto. 

II.  —  Sulla  diffusione  dei  vari  enzimi  o  poteri  glutinolitici, 
fìbrinolitici,  caseinolitici,  albumolitici,  ecc.,  nei  vari  animali. 

Esistono  in  natura  enzimi  esclusivamente  albumolitici,  sieroli- 
tici,  ecc.? 

Per  rispondere  a  tale  questione  studiai  contemporaneamente  l'azione 
dei  liquidi  digestivi  triptici  e  peptici  di  una  lunga  serie  di  animali 
sulla  gelatina,  sulla  fibrina,  sulla  caseina,  sul  siero  e  sull'albume 
d'uovo  coagulati. 

Metodo  di  ricerca.  —  1.  Si  prepararono  infusi  acquosi  dei  vari 
organi  al  20  %  con  aggiunta  di  timolo  2  °/o ,,  o  di  acido  fenico  10  '^/oo- 
Si  provò  anche  in  ambiente  neutro  od  alcalino  il  succo  gastrico  di 
vari  animali  essendo  qualche  volta  attivo. 

2.  Si  provò  l'attività  di  detti  infusi  sulla  gelatina  versando  1  cmc. 
di  ciascuno  dei  medesimi  in  tubetti  di  gelatina  al  7  %,  fenicata  all'I  %. 

Si  usò  anche  largamente  il  metodo  dello  scrivente  delle  capsule 
di  gelatina,  che  consiste  nel  deporre  direttamente  i  pezzetti  di  or- 
gani secretori  sulla  gelatina  solida  contenuta  in  capsule  Petri  (1). 

3.  Si  determinò  poi  il  potere  fibrinolitico,  caseinolitico,  sierolitico  ed 
albumolitico  ponendo  dadi  di  detti  albuminoidi  coagulati  in  provette 
contenenti  10  cmc.  dei  singoli  infusi. 

Le  prove  in  gelatina  si  posero  a  20°  e  le  altre  a  30^  e  37°  C. 

La  tabella  sottostante  raccoglie  i  risultati  ottenuti.  I  segni  +  ++, 
-\ — h)  +>  — j  0  indicano  se  si  è  avuta  fluidificazione  o  no  degli  albu- 
minoidi ed  il  grado  della  medesima  ;  il  numero  dei  segni  stessi  corri  - 
sponde  al  numero  di  volte  che  la  stessa  prova  è  stata  ripetuta. 


!  (1)  Fermi  C  La  gelatina  come  reagente,  ecc.  Ann.  perle  Scienze  med., 
I  voi.  XVI,  n.  8,  1892  e  Metodi  vecchi  e  nuovi,  ecc.  Giornale  della  R.  So- 
!  cietà  Italiana  d'Igiene,  1905,  p.  26. 
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Specie  animali  e  loro  proteasi 


I.  Manimijeri. 


Canis  famigliaris 
Stomaco  .  .  . 
Pancreas  .  .  . 
Intestino  .  ,  . 
Fegato  .... 
Milza    .  .  .  . 


Sus  scrofa  : 
Pancreas 
Intestino 


Lepus  euniculus 
Stomaco  .  . 
Intestino  .  . 


Cavia  cobaya 
Stomaco 
Pancreas  . 
Intestino  . 


Mus  decumanus  : 

Stomaco  .  

Milza   . 

Pancreas   

Intestino  ....... 

Fegato   

Mus  decumanus  albinus  : 
Intestino  .  

I  Stomaco 
Embrione.  Intestino 

(  Fegato  . 

Mus  musculus  : 

Stomaco  

Intestino  


Erinaceus  aeuropeus  : 

Pancreas  

Intestino  


Alimento 


a  -f  V  (1) 


a  +  V 


a  +  V 


a  +  V 


a  +  V 


neutra 


+  + 
+  + 
+  + 
0  0 


++ 
+ 

+ 

+  +  + 

0 

+ 
+ 

+  +  +  + 

+  +  +  0 

+  +  +  + 
+  +  +  + 
+ 

+  +  +  + 
+ 

—  + 

+  + 

0  0 


++ 
+ 


(!)  a  =  albumina  animale,  v  =  albumina  vegetale;  a  +  v  indica  alimento  prevalentemente  di  natnr; 
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acida 

Fibrina 

Caseina 

Siero  coagulato 

Albume  coagulato 

+  + 

+  + 

+  + 

+ 

+  + 

+  + 

—  + 

0  0 

+ 

—  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  (:) 

1 

+  4- 

+  + 

+  — 

—  0 

+ 

—  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  — 

— h 

+  +  + 

0  + 

0  — 

0  0 

0  0 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

H  

 L 

0  0 

+ 

—  0 

—  0 

0  0 

+-  +  +  +  ^ 

0  + 

0  + 

0  — 

0  — 

f +  +  + 

0  0 

0  0 

0  0 

f +  +  + 

+ 

0  — 

<;)  — 

0  — 

-i-  +  +  + 

+  0 

+  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

f +  +  + 

+ 

+ 

+ 

+  - 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

u  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+  0 

+ 

+ 

+ 

+  — 

f +  +  + 

+  +  + 

+  +  +  +  + 

+  0 

0  — 

+  +  +  + 

+ 

++ 

+  + 

^-  0 

+ 

0  0 

i  indica  alimento  prevalentemente  vegetale. 
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a 

Gli 

u 

o 

Specie  animali  e  loro  proteasi 

Alimento 

neutra 

alcalina 

^ 

II.  Uccelli. 

Q 

a  — |—  V 

,  +  +  + 

1 

10 

Falcus  tinuncuius: 

a 

A 
U 

0 

1        1        1  1 

H — 1 — h  + 

f\   f\  ii  1 

U  U  U  ( 

+  +  +  + 

+  +  + 

11 

Strix  flammea  : 

a 

• 

0  0 

+  +  +  + 

+  +  + 

n  r»  n 
u  u  u 

C\  fi  (\ 

U  U  U 

Milza 

4-  -4-  + 

-I--1-4 

1  0 

AthcG©  noctucì  I 

1 

+  +  + 

+ 

+  + 

13 

Gallus  domesticus: 

V  +  a 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

++ 

++^ 

1 

+ 

++ 

u  u 

U  II  ' 

Milza   

-1- 

1 

1  A. 

ivxoicd^i ib  gciiiopavo . 

V  -4-  a 

+ 

+ 

1  1 

J  L 

15 

Columba  livia  : 

V  +  a 

00 

0  0 

++ 

++- 

++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

++ 
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acida 

Fibrina 

Caseina 

Siero  coagulato 

Albume  coagulato 

+ 

+  + 

+  + 

+  — 

0  — 

+ 

+  + 

+  — 

0  — 

0  0 

0 

+  +  + 

+  0 

+  0 

0  0 

0  0 

+  +  + 

+  +  +  0 

0  +  +  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+  +  + 

+  0 

+  0 

0 

0  0 

0  0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+  +  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+ 

+  — 

0  0 

0  0 

+ 



0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+ 

+  + 

+  + 

—  0 

0  0 

+ 

—  + 

—  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

— 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+ 

+  + 

— h 

-, 

0  0 

+ 

—  + 

0  — 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+ 

+  + 

+  + 

0  0 

+ 

—  0 

0  ? 

0  0 

+ 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 
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Specie  animali  e  loro  proteasi 


Alimento 


16  Coturnis  comunis: 

Stomaco  

Pancreas  

Intestino  

17  Tharraleus  mndularis: 
Intestino  

18  Alauda  arvensis: 

Intestino  

Fegato   

Milza  

19  Passer  domesticus: 

Esofago  

Stomaco  

Intestino  

Fegato   

Milza  

Embrione  intestino 

20  Chloris  ortensis  • 

Esofago   

Intestino  

Stomaco  .  .  .  .  . 

Pancreas   

Fegato   

Milza  

21  Serinus  hortulanus  : 
Stomaco  glandolare 
Stomaco  muscolare 

Fegato   

Milza  


V  +  a 


V  +  a 


V  +  a 


+ 
+  + 
+ 

+  + 

+  +  +  + 
+  + 
+  + 

0  0 

+  + 

0 
0  0 

-  + 


0 

+  +  +  + 
+ 

++ 
++ 

0  0 

—  0  +  0 

+  + 

—  + 

—  + 
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Fibrina 


Caseina 


Siero  coagulato 


+  — 

+  + 


+  + 

0  +  + 
0  0 
0  0 

0  0 

+  + 
+  + 

0  0 
0  0 
0  0 

0  0 

+  +  + 
+  — 

+  + 

0  0 
0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 


+  + 


+  — 

0  + 
0  0 
0  0 

0  0 

+  + 
+  -- 

0  0 
0  0 
0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 
0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 


0  0 

0  0 

0  0 

0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  — 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 
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Specie  animali  e  loro  proteasi 


Alimento 


neutra 


22 


23 


24 


25 


26 


Carduelis  elegans  : 

Esofago   

Stomaco  

Pancreas  ...... 

Intestino  

Fegato   

Milza  

Fringilla  coelobes  : 

Esofago  

Stomaco  muscolare  . 
Stomaco  glandulare. 

Intestino  

Fegato   

Milza.  ....   .  .  . 

Cann  abina  linota  : 

Esofago  

Stomaco  muscolare  . 

Intestino  

Fegato   


Upupa  cpops 
Pancreas  . 
Intestino  . 


Merops  apiaster  : 

Esofago  

Stomaco  muscolare 

Pancreas   

Intestino  

Fegato   

Milza  

(1-2)  Albuminato  potassico. 


V  +  a 


v  + 


V  +  a 


0  +  00 

0  + 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

0  0  0 

+  +  +  + 
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Specie  animali  e  loro  proteasi 


Alimento 


neutra 


alcalina 


27  Cecroijis  rustica  : 
Stomaco  muscolare  . 

28  Cipselus  apus  : 

Pancreas   

Intestino  

29  Merula  vulgarie  : 

Esofago  

Stomaco  ...... 

Pancreas   

Intestino  

Fegato   

Milza  

30  Sturnus  vulgaris: 

Intestino  

Pancreas  

31  Turdus  menila  : 
Intestino  

32  Botalis  grisola: 

Esofago  ..... 
Stomaco  glandolare 
Stomaco  muscolare 

Pancreas  

Intestino  

Rubecula  sylvestris  : 

Esofago  

Stomaco  

Intestino  
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Specie  animali  e  loro  proteasi 


Alimento 


neutra 


;.lcalli 


Curruca  atrica pilla: 

Stomaco  glandolare .  .  . 
Stomaco  muscolare  .  .  . 

Intestino  

Fegato   

Pyrophtalma  melanocefala  : 
Stomaco  glandulare  .  .  . 
Stomaco  muscolare  .  .  . 

Intestino  

Fegato   

Milza  

Parus  major: 

Pancreas   . 

Intestino  

Fegato   

Parus  palustris  : 

Pancreas   . 

Intestino  

Pratincola  rubicula: 

Esofago  

Stomaco  muscolare.    .  . 

Pancreas  .  .   

Intestino  

Philolimnos  gallinula: 

Stomaco  glandulare.  .  . 

Stomaco  muscolare  .  .  . 

Intestino  

Fegato   

Milza  

{L-2)  Albuminato  potassico. 


a  +  V 


+  +  +  + 
+  +  +  + 
+  +  +  + 
+  + 

0  0+  + 
+  +  + 
0++  +  +  +  + 

+ 
+ 


+  H 

+ 
+ 


+ 


+  + 


+  +  - 
+  +  - 

+  +  ' 
+  + 

+  +  - 
+  +- 
+  +  +  - 
+  - 


+  +- 

+  +  !+ 

+4 

+ 
+ 

+  ■ 

+  +  +}+ 


+  + 
+  +  + 


+  - 
+  + 


+ 


+  +  +  + 

+  +  +  +  + 
+  +  +  +  + 

-  + 

-  + 


+  +0  + 

i 

+  +  -i+  - 
+  +  -1+  - 

+i 


+ 


515 


acida 

Fibrina 

Caseina 

Siero  coagulato 
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Specie  animali  c  loro  protessi 


Alimento 


neutra 


T.^arus  argentatus  : 

Esofago  

Pancreas   

Intestino  

Larus  marinus: 

Stomaco  g'andulare 
Stomaco  muscolare  . 

Pancreas  

Intestino  

Fegato  ....... 

Milza  

Charadrius  auratus: 
Stomaco  glandolare. 
Stomaco  muscolare  . 
Intestino  ...... 


Gallinago  gallinola' 
Pancreas  .... 
Intestino  .... 


Vanellus  cristatus: 
Stomaco  glandulare 
Stomaco  muscolare  . 

Pancreas  

Intestino  


Philomaclms  pugnax: 
'    Stomaco  glandularo 

Stomaco  muscolare  . 

Fegato   

Anas  boschas: 

Esofago   

Intestino  
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Albume  coagulato 
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N.  d'ordine 

Specie  animali  e  loro  proteasi 

alimerito 

neutra 

alcali 

Segue  Anas  boschas: 

•  •• 

47 

Fulica  atra: 

V  +  a 

~  r 

+ 

+  - 

III.  Rettili. 

48 
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Tropidonotus  natrix: 
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ode 
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Anguis  fragilis: 
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8pecie  animali  e  loro  proteasi 


Al  mento 


IV.  Anfibi. 

53  Phrine  vulgaris: 

Stomaco  , 

Intestino  

54  Discoglossus  pictus: 

Pancreas  

Intestino  

55  Rana  esculenta: 

Intestino  

Milza  

V.  Pesci. 

56  Dentex  vulgaris: 

Esofago  

Stomaco  

Intestino  

App.  piloriehe  .  .  . 

Fegato   

Milza  

Uova  

57  Oblata  molanura: 

Esofago  

Stomaco  

Pancreas  

Intestino  

App.  piloriehe   .  .  . 

Fegato   

Milza  
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N.  d'ordine 

Specie  animali  e  loro  protessi 

Alimento 

lat 

neutra 

al  calli 

58 

CI     1                    1  • 
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Thycis  mediterraneus: 
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Specie  animali  e  loro  proteasi 


Alimento 


Segue  Thycis  mediterraneus; 

Intestino  

Fegato   

Milza  

Gymnothorax  muraena: 

Esofago  

Stomaco  

Fegato   

Milza  

Anguilla  vulgaris: 

Esofago   

Stomaco  

Fegato   

Milza  

Galeus  canis: 

Esofago   

Stomaco  

Pancreas  

Intestino  

Fegato   

Milza  

Scyllium  canicola: 

Esofago   

Stomaco  

Intestino  

App.  piloriche  

Milza  
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Siero  coapulato 

Albume  coagulato 
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Specie  animali  e  loro  proteasi 


Alimento 


neutra 


Chrysophrys  aurata: 

Esofago   

Stomaco  

Intestino  

Appendici  pil  eriche 
Fegato   

Serranus  scriba: 

Esofago  

Stomaco  

Intestino  , 

Appendici  piloriche 

Fegato   

Milza.  ....... 

Trachinus : 

Esofago  

Stomaco  ..... 

Intestino  

Fegato   

Milza  

Cantharus  orbicularis  : 

Esofago  

Stomaco  

Fegato   

Intestino  

Appendici  piloriche 

Mcena  vulgaris: 

Esofago   

Stomaco  
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N.  d'ordine 

Specie  animali  e  loro  proteasi 

Alimento 

elat 

neu'ra 

alcaliD 

— 

Segue  Moena  vulgaris: 

a 

1  _i_  _i_ 

+  -r 

-L 

_L 
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_L_ 

r  1 

là 
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1  1 

T — r 
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+  + 
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0 

0 

74 

Gadus  morrhua: 

a 

0  0 

+  + 

+  i — 1 — r 

? 

VI.  Molluschi. 

75 

Loligo  vulgaris  : 
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_L 
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V 
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76 

LimfiX  agrestis: 

1  J_ 
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Helix  pisana: 

V 

+  + 

529 


acida 

Fibrina 

Caseina 

Siero  coagulato 

Albume  coagulato 

4- 4- 4- -1- -1- 

4-  0 

+  -r 

+  — 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

7 

0  0 

0  0 

+  -  + 

+  + 

H  

+  +  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

-  4- 4- 4-4-4- 

■   4-  4- 

4-  4- 

1  1 

1  [ 

+  -r 

0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

U 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

i 

!+  +  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  ■+ 

++ 

+  + 

+  ■+ 

+ 

i 

!  + 

+  + 

+ 

0  0 

0  0 

1  \ 

1 

T 

\j  yj 

+ 

+  + 

+ 

0  0 

0  0 

+ 

*? 

1 

0  0 

0  0 

4- 

1 

4-   

T 

0  0 

+  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+ 

+  + 

0  0 

0  0 

++ 

0  0 

0  0 

34 


£30 


Specie  animali  e  loro  proteasi 


Alimento 


neutra 


Helix  * 
Chiton  *  .  .  .  . 
Mya  arenaria  *. 
Mytilus  edulis  * 
Aeolis  *   .  .  .  . 
Doriopsis  *.  .  .  , 
Arion  rufus  *  . 
Patella  *  .   .  .  . 
Littorina  *     .   .  , 
Purpura  *  .  .   .  , 
Fusus  *    .  .   .  . 
Sycotypus  *  .  . 

Octopus  *  

Sepia  officinalis  *. 
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VII.  Insetti  (l). 

Bubos  bison  

Ateuchus  laticollis  .  .  . 
Blaps  mucronata  .... 
Percus  (  ?  )  .  .  .  •  .  .  • 
Pristonychus  algerinus  . 
Hister  bimaculatus  .  .  . 
Scaurus  striatus  .... 
Licinus  granulatus  .  .  . 
Akis  spinosa  
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(1)  La  ricfrca  delle  proteasi  delle  tre  porzioni  distinte  del  tubo  gastro-enterico  (cefalica,  toracica 
solo  insetto,  per  gli  altri  i  albuminanti  (fibrina,  caseina,  siero  ed  albume)  ne  sarebbero  occorse  del 
caseina,  il  siero  e  l'albume. 
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solo  colla  gelatina,  imperocché,  mentre  con  questo  reagente  mi  bastava  una  sola  testa  e  quindi  un 
una  volta  di  piti  la  superiorità  della  gelatina  su  gli  altri  reagenti  degli  enzimi,  quaìi  la  fibrina,  la 
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A)  Risultati  'principali.  —  1°  Non  avvenne  mai  che  su  circa  410 
succhi  digestivi  appartenenti  a  198  specie  animali,  (8  mammiferi, 
47  uccelli,  5  rettili,  3  anfibi,  19  pesci,  1  tunicato,  13  molluschi,  50 
insetti,  4  aiacnidi,  2  mi  riapodi,  12  crostacei,  3  echinodermi,  15  vermi, 
7  spongiari,  5  celenterati,  11  protozoi)  ve  ne  fosse  uno  dotato  di 
potere  albumolitico,  che  mancasse  di  potere  siero  litico,  fibrinolitico, 
caseinolitico  o  glittinolitico. 

2'  Non  accadde  mai  che  il  liquido  digestivo  dotato  di  potere 
sierolitico  mancasse  di  potere  fibrinolitico  o  caseinolitico  o  glutinolitico. 

3°  Non  si  ebbe  mai  nessun  caso  di  liquidi  digestivi  dotati  di 
potere  caseinolitico  e  fibrinolitico  che  mancassero  di  potere  gluti- 
nolitico. 

4°  Così  pure  non  avvenne  mai  che  secreti  privi  di  potere  giù- 
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tinolitico  possedessero  potere  fibrinolitico,  o  caseinolitico,  o  sierolitico 
od  aJbumolitico. 

5"  Concludesi  quindi  che,  non  esistono  nel  regno  animale  enzimi 
proteolitici  esclusivamente  albumolitici  o  sierolitiei,  cioè  che  non 
siano  dotati  anche  di  potere  caseinolitico,  fibrinolitico  e  glutinolitico. 
Perciò  quando  un  enzima  proteolitico  è  dotato  di  potere  albumolitico 
o  sierolitico  è  sempre  dotato  anche  degli  altri  tre  poteri.  Così  pure 
quando  un  enzima  proteolitico  è  dotato  di  potere  caseinolitico  e 
fibrinolitico,  è  sempre  dotato  anche  di  potere  glutinolitico.  (1) 

Non  sempre,  invece,  avviene  il  contrario  :  accade  spessissimo  che 
una  protea«i  sia  dotata  di  potere  glutinolitico  e  non  fibrinolitico,  ca- 
seinolitico, ecc.,  oppure  che  sia  dotata  di  potere  fibrinolitico  o  casei- 
nolitico e  non  del  potere  sierolitico  e  albumolitico;  tutto  dipende 
dall'attività  o  dalla  concentrazione  dell'enzima. 

Ora,  se  i  poteri  albumolitico,  fibrinolitico,  caseinolitico,  glutinoli- 
tico, ecc.,  fossero  rappresentati  da  altrettanti  proteasi  parziali  si 
dovrebbero  trovare  anche  dei  succhi  digestivi  dotati  soltanto  di  potere 
albumolitico  e  sierolitico,  cioè  privi  di  potere  caseinolitico  o  fibri- 
nohtico,  oppure  enzimi  dotat-i  di  questi  due  ultimi  poteri,  ma  non 
del  glutinolitico,  ciò  che,  come  si  disse,  non  si  è  mai  avverato. 

Ecco  le  percentuali  dimostranti  le  proporzioni  nelle  quali  uno  qua- 
lunque dei  cinque  principali  poteri  od  enzimi  parziali  di  un  succo 
digestivo  è  accompagnato  da  ciascuno  degli  altri  (2). 


1°  11  liquido  digestivo  do-  ,  P^*^""^  glatinolitico   100  % 

tato  di  potere  albumi-  1      id.     sierolitico   100  % 

nolitico  8Ì  mostro  dotato 

degli  altri  4  poteri  nelle  ^     id.     fibrinoiitico   100  % 

seguenti  proporzioni       f             caseinolitico   100% 

potere  glutinolitico   100  % 

oo  TI   1-     -j     j      i.     j-   1     id.     fibrinolitico   100  % 

2°  Il   liquido   dotato   di   '  ° 

potere  sierolitico  -,            •    i  i-  inno/ 

^                                    j     id.     caseinolitico   100  % 

'      id.     albumolitico   ^  % 

I  potere  glutinolitico   100  % 

30  11  liquido   dotato    di  )             fibrinolitico   90,4% 

potere  caseinolitico                      sierolitico   80  % 

'     id.     albuminolitico   44  % 


(1)  Qualche  eccezione  si  può  avere  soltanto  rispetto  al  potere  glutino- 
litico delle  pepsine,  perchè  specialmente  in  presenza  di  CI,  come  vedremo 
in  seguito,  questi  enzimi  si  comportano  in  modo  speciale  verso  la  gelatina. 

(2)  Queste  percentuali  sono  state  ricavate  dalle  precedenti  tabelle  e  pre- 
cisamente da  quelle  che  riguardano  i  vertebrati. 
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4°  Il  liquido   dotato  di  ) 


potere  glutinolitico 
id.    sierolitico . 


potere  fibrinolitico 


id.  caseinolitico 
id.  albumolitico 


5°  Il   liquido   dotato  di 
potere  glutinolitico 


potete  fibrinolitico 
id.  caseinolitico 


37% 
61,70/0 


id,  sierolitico .  . 
id.  albumolitico 


60  % 
64% 


B)  Risultati  secondari.  —  P  La  mucosa  esofagea  si  mostrò  attiva 
quasi  esclusivamente  per  la  gelatina,  e,  delle  16  specie  tra  mammiferi 
ed  uccelli  studiate,  diede  risultato  positivo  soltanto  quella  delle 
9  specie  seguenti  di  uccelli  :  strix  flammea,  carduelis  eìegans,  jringilla 
codebes,  cannahina,  morula  vulgaris,  hotalis  grisola,  rubecula  sylvestris, 
pratincola  rubicula. 

2°  Della  mucosa  esofagea  di  19  pesci  diede  invece  risultato  ne- 
gativo sulla  gelatina  soltanto  quella  dello  scyllium  canicula.  (?) 

Sulla  fibrina  e  sulla  caseina  si  ebbe  sempre  risultato  negativo 
tranne  forse  che  per  la  mucosa  esofagea  del  carduelis  elegans  e  della 
rubecula  sylvestris. 

Sul  siero  si  ebbe  risultato  positivo  ed  anche  incerto  soltanto  dalla 
mucosa  esofagea  della  rubecula  sylvestris. 

Sull'albume  si  ebbe  risultato  completamente  negativo. 

3°  Il  succo  gastrico  di  tutte  le  82  specie  di  vertebrati  provate 
si  mostrò  piiì  o  meno  attivo  sulla  gelatina,  tanto  acida  che  al- 
calina. 

4°  Sulla  fibrina  e  aulla  caseina  si  mostrò  in  vitro  attivo  solo  il 
succo  gastrico  delle  20  seguenti  specie  di  mammiferi  e  di  uccelli 
seguenti:  canis  familiaris,  lepus  cuniculus,  muf  decumanus,  mus  mu- 
sculus,  falcus  tinunculus,  passer  domesticus,  chloris  hortensis,  carduelis 
elegans,  jringilla  coelebes,  cannabina  linota,  merops  apiaster,  sturnus 
vulgaris,  turdus  merula,  botalis  grisola,  rubecula  sylvestris,  curruca  atri- 
capilla,  pyrophtalma  melanocefala,  pratincola  rubicula,  charadrius 
auratus,  philomacus  pugnax. 

Il  succo  gastrico  di  tutti  i  pesci  provati  invece  si  mostrò  attivo, 
meno  forse  quello  di  due  {serranus?  e  scyllium  canicula). 

5°  Sul  siero  si  mostrò  attivo  soltanto  il  succo  gastrico  delle 
seguenti  specie  :  canis  familiaris,  mus  decumanus,  mus  musculus, 
fringilla  coelebes,  cannabina  linota,  merops  apiaster,  turdus  merula, 
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botalis  grisola,  pyrophlalma  melanocefala,  pratincula  rubicola,  philo- 
macus  pugnax. 

6°  Il  succo  gastrico  di  tutti  i  pesci  si  mostrò  più  o  meno  attivo 
sul  siero  ad  eccezione  forse  del  serranus?  e  del  scyllium  canicula 
suddetti.  Sull'albume  invece  ebbe  quasi  per  tutti  risultato  negativo  (1). 

7°  L'estratto  pancreatico  ed  intestinale  delle  82  specie  di  ver- 
tebrati provate,  si  mostrò  attivo  tanto  sulla  gelatina  che  sulla  fibrina 
e  sulla  caseina.  Soltanto  di  22  specie  invece  si  mostrarono  attive 
sul  siero  (vedi  tabelle)  e  soltanto  il  succo  pancreatico  delle  5  specie 
seguenti  si  mostrò  attivo  sull'albume  :  mus  decumanus,  botalis  grisola, 
solca  vulgaris,  serranus,  squatina  angelus,  gadus  morrhua. 

8°  Soltanto  il  succo  intestinale  di  32  delle  82  specie  di  verte- 
brati si  mostrò  attivo  sul  siero  e  soltanto  quello  di  21  specie  si  mo- 
strò più  o  meno  attivo  sull'albume  (vedi  tabelle). 

9°  Le  appendici  piloriche  dei  pesci  si  mostrarono  tutte  attive 
sulla  gelatina  e  quasi  tutte  anche  sulla  fibrina  e  sulla  caseina.  Sull'al- 
bume invece  si  mostrarono  tutte  inattive. 

10°  Le  proteasi  di  tutti  gli  invertebrati  studiate  si  mostrarono 
attive  sulla  gelatina,  fecero  eccezione  solo  quelle  delle  specie  suc- 
chianti  o  degli  stadi  non  nutrientisi  seguenti  :  culex  pipiens  (animale 
perfetto  e  crisalide),  gaatrus  equi,  ephemera  vulgata,  vanessa  cardui 
(animale  perfetto  e  crisalide),  ixodes  ricinus,  holothuria  tubulosa,  astro- 
pecten  aurantiacus,  e  tutti  i  vermi  provati,  meno  la  taenia  erakis  ed 
infiexa  e  V hormogaster  Redii. 

Le  proteasi  più  attive  furono  quelle  dei  seguenti  insetti  :  blaps 
mucronata,  percus,  ditiscus  marginalis,  hydrophilus  piceuf,  larva  della 
lucilia  Caesar.  Le  meno  attive  furono  le  proteasi  delle  specie  seguenti  ; 
bubo  bison,  scaurus  striatus,  melolontha  vulgaris,  notonecta  glauca,  vespa 
crabro  (animale  perfetto  e  crisalide),  lucilia  Caesar,  musca  vomitoria. 

11°  11  tratto  addominale  del  tubo  digerente  fu  sempre  il  più 
attivo,  poi  venne  regolarmente  il  tratto  toracico  e  quindi  la  parte 
cefalica  (glandule  salivari,  ecc.). 

La  parte  cefalica  diede  risultato  negativo  soltanto  nelle  11  seguenti 
specie  :  blaps  mucronata,  scaurus  striatus,  licinus  granulatus,  europinota 
irta,  chrysome  a  varians,  agabres  chaleonotus,  melolontha  vulgaris,  gryllus 
campestris,  gryllotalpa  vulgaris,  notonecta  glauca,  nepa  cinerea,  nonché 


(1)  In  vivo  nat.uralmente  le  cose  cambiano  sempre  alquanto.  Lo  stesso 
nutrimento  abituale  dell'animale  ci  dimostra  infatti  che  certi  succhi,  che 
si  sono  dimostrati  inattivi  in  vitro  sopra  una  data  albumina  devono  intra- 
■vitam  essere  invece  oltremodo  attivi. 
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quella  di  tutte  le  specie  succiatrici  o  degli  stadi  non  nutrentisi  {ephe- 
mera,  crisalidi). 

12"  L'attività  nellsj  parte  cefalica  si  riscontrò  sempre  nelle  spejie 
dotate  di  parte  addominale  attivissima. 

13°  Il  succo  epatico  si  mostrò  attivo  soltanto  sulla  gelatina  e 
precisamente  quello  delle  seguenti  25  specie  :  canis  familiaris,  mus 
decumanus,  alauda  arvensis,  passer  domesticus,  curruca  africapiUa, 
philolimnos  galUnula,  columba  livia,  serinus  hortulanus,  larus  mari- 
nus,  philomacus  pugnax,  oblata  melanura,  serranus?  conger  vulgaris, 
thycis  mediterranetis,  muraena,  anguilla  gymnothorax,  galeus  canis  ser- 
ranus, trachinus  cantharus  orbicularis,  moena  vulgaris,  Umax. 

Si  mostrò  invece  inattivo  il  succo  epatico  delle  seguenti  specie: 
gallus  domesticus,  cannabina  linola,  gongilus  ocellalus,  dentex  vulgaris, 
solca  vulgaris,  squatina  angelus. 

14"  Anche  il  succo  splenico  si  mostrò  attivo  solf.anto  sulla  ge- 
latina e  precisamente  quello  delle  seguenti  23  specie:  mus  decu- 
manus, gallus  domesticus,  columba  livia,  alauda  arvensis,  strix  flam- 
mea, passer  domesticus,  chloris  hortensis,  fringilla  coelebes,  philolimnos 
gallinula,  carduelis  elegans,  pyrophtalma  melanocefala,  larus  marinus, 
denf ex  vulgaris,  oblata  melanura,  serranus?,  conger  vulgaris,  fhycis  me- 
diterraneus,  muraena,  anguilla  vulgaris,  solca  vulgaris,  galeus  canis, 
serranus  scriba,  trachinus. 

Negativo  si  mostrò  soltanto  il  succo  splenico  dello  squatina  angelus. 

15"  Secondo  l'attività  dei  succhi  digestivi  si  può  stabilire  pressa 
a  poco  il  seguente  ordine  delle  varie  classi  animali:  1°  uccelli  e  pesci; 
2°  mammiferi;  3°  atropodi  (tra  i quali  primeggiano  gli  aracnidi);  4°  ret- 
tili; 5°  moluschi;  6°  crostacei;  7°  echinodermi;  8°  spongiari,  celenterati^ 
protozoi  e  vermi  parassiti. 

16°  Considerando  l'attività  vennero  quasi  sempre  prima  le  pro- 
teasi  dei  carnivori  e  degli  onnivori  e  poscia  quella  degli  erbivori  ed  in- 
fine quella  dei  succiatori  e  di  quegli  stadi  che  hanno  cessato  di  na- 
trirsi  {ephemera,  ninfe). 

17"  Le  eccezioni  peraltro  non  mancarono:  infatti  le  proteasi 
delle  seguenti  specie  quantunque  erbivore  si  mostrarono  molto  attive- 
anche  sulle  albumine  animali:  cavia  cobaya,  lepus  cuniculus,  chloris  hor- 
tensis, serinus  hortulanus,  carduelis  elegans,  fringilla  coelebes,  canna- 
bina  linota,  philolimnos  gallinula.  gallinago  gallinula,  fulica  atra. 


(1)  S'intende,  che  alcuni  dei  risultati  secondari  raccolti  nelle  varie  tabelle 
meritano  conferma,  imperocché  talora  a  cagione  della  scarsa  quantità  di 
succo  digestivo,  le  prove  non  si  poterono  ripetere  un  suflSciente  numera 
di  volte. 
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anas  boschas,  hydrophilus  piceus,  coccinella  septempunctata,  acridium 
aegyptium,  grillus  campestris,  locusta  viridis. 

Come  vedremo,  avviene  spesso  che  manchi  la  ragione  teleologica 
che  giustifichi  la  presenza  di  un  dato  enzima  o  di  una  data  proprietà. 

18°  Furono  sempre  gli  enzimi  triptici  più  attivi  sulla  gelatina  quelli 
che  furono  attivi  sugli  altri  4  albuminoidi  e  non  mai  i  più  deboli. 

ITI.  —  Diffusione  relativa  degli  enzimi  e  dei  poteri  glutinoli- 
tìci,  fìbrinoiitics,  caseinolltiqi,  sierolitici  ed  albumolitiqi  nei 
vegetali. 

I.  Serie  di  esperienze. 

Metodo  di  ricerca.  —  Cento  grammi  dei  vari  vegetali,  nominati 
nella  sottostante  tabella,  previa  accurata  triturazione  vennero  posti 
in  100  cmc.  di  acido  fenico  1  %.  Dopo  5  ore  a  30'  si  filtrò,  si  aggiunse 
ad  una  parte  del  filtrato  essenza  di  cannella  2,5  %  ed  all'altra  parte 
acido  ossalico  1  %  e  poscia  si  provò  l'attività  della  duplice  serie  di 
filtrati  su  gelatina,  fibrina,  caseina,  siero  e  albume. 

I  risultati  ottenuti  figurano  nella  sottostante  tabella: 
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II  Serie  di  esperienze. 

Dalle  esperienze  di  precedenti  autori  (EUenberger,  Hofmeister, 
Mzoczkowski,  Tornasoli  e  Dacommo,  Vines,  ecc.,  ecc.)  da  quelle  pub- 
blicate da  me  e  Buscaglioni,  e  da  altre  mie  recentemente  istituite,  ho 
compilato  la  seguente  tabella,  nella  quale  si  osserva  l'azione  di  nu- 
merosi enzimi  vegetali  sulla  gelatina  e  sulla  fibrina. 


Enzimi  vegetali 


Fluidiflcazione 
della  gelatina 


Fluidificazione 
della  fibrina 


a)  Semi. 


Avena  sativa  .  .  .  , 
Cannabis  sativa.  .  . 
Corylus  avellana  .  .  . 
Triticum  sativum.  .  . 
Hordeum  sativum  .  . 
Lagenaria  vulgaris  .  . 
Linum  usitatissimum . 
Lupinus  hirsutus  .  .  . 
Phaseolus  multiflorus. 
Phaseolus  vulgaris  .  . 
Pircunia  dioica .  .  .  . 
Pisum  sativum ... 
Ricinus  comunis  .  .  . 
Secale  cereale  ... 

Sinapis  alba  

Vicia  faba  

Vicia  sativa  

Zea  mais .  


b)  Foglie  e  rami. 

Ananas  sativus  

Asparasus  officinalis  

Beta  vulgaris  (var-saccharifera). 
Broussonetia  papyrifera.  .  .  . 

Cucurbita  pepo  

Hyacinthus  orientalis  

Phytolacoa  abissinica  

Phyto?acca  dioica  

c)  Tuberi  e  radici. 

Amorphophallus  Rivieri  ... 

Aspidistra  elabior  

Cicas  revoluta  

Diosco  rea  bulbifera  


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+  +  + 

+ 

+ 

+ 

+ 
+  +  + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 
+ 
+ 
+  +  + 
+ 

+ 
+  +  + 


+  +  + 
+  + 
+  + 

+  +  + 


+ 
+ 


+ 


+ 


+ 
+ 
+ 


Risultati.  —  Da  questa  tabella  si  rileva  quanto  segue: 

1°  Che  su  62  vegetali  studiati  41  hanno  dimostrato  un  potere 
proteolico  sulla  gelatina.  Particolarmente  attivo  fu  quello  delle  seguenti 
piante:  jucca  gloriosa,  agave  mexicana  (foglie),  agave  Beucarnei  (foglie), 
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■ficus  carica  (latice),  euphorbia  altissima  (latice),  eufliorhia  pube.scens  (la- 
tice), euphorbia  globosa  (latice),  anagallis  arvensis  (pianta  intera),  cu- 
curbita maxima  (radici);  lagenaria  vulgaris,  pircunia  dioica  (seme); 
phytolacca  abyssinica  e  dioica  (foglie);  amorphophallus  Rivieri,  cicas 
revoluta,  dicorea  bulbifera  (tuberi  e  radici). 

2°  Che  soltanto  per  il  ficus  carica  e  per  le  tre  euphorbiae  si  è 
potuto  dimostrare  un'azione  sulla  fibrina  molto  energica;  mentre  per 
altre  30  l'azione  fibrinolitica  fu  debole  e  dubbia  (1). 

3°  La  reazione  del  triptofano  non  mancò  quasi  mai,  benché  in 
parecchi  casi  fosse  alquanto  debole. 

4°  Che  non  si  è  mai  osserviate  il  caso  di  un  infuso  vegetale 
che  fosse  dotato  di  potere  fibrinolitico,  caseinolitico,  ma  non  già  del 
potere  glutinolitico. 

Quindi  anche  nel  regno  vegetale,  da  noi  esplorato,  non  si  è  riu- 
sciti sino  ad  ora  a  dimostrare  l'esistenza  di  un  ectoenzima  proteolitico 
monovalente. 

IV.  —  Diffusione  dei  vari  enzimi  o  poteri  glutinolitici, 
fìbrinolitici,  caseinolitici,  seroSitici,  albumolitici  nei  microbi. 

a)  Microrganismi  isolati. 

Metodo  di  r, cerca.  —  Provette  contenenti  10  cmc.  d  brodo  diluito 
a  metà  con  acqua  e  fiocchetti  di  fibrina,  dadi  di  caseina,  di  siero  e 
di  albume  coagulati  vennero  sterilizzate  ed  innestate  con  i  più  noti 
schizo-blasto  ed  ifomiceti. 

Siccome  non  è  difficile  avere  qualche  risultato  discorde,  così  si 
ripetè  la  prova  cinque  volte. 

Dopo  10  giorni  che  le  provette  erano  rimaste  a  37°  C.  si  segnarono 
i  risultati  e  subito  dopo  si  provò  il  potere  glutinolitico  di  dette  cul- 
ture, preparando  more  solito  da  ciascuna  delle  provette  i  tubetti  di 
gelatina.  Dopo  altri  10  giorni  si  segnarono  anche  i  risultati  di  queste. 
Ho  seguito  questo  metodo  semplice  e  non  altri,  quali  quello  assai  più 
lungo  della  determinazione  dell'azoto  proteico,  perchè  si  trattava  di 
1250  prove  circa,  ciò  che  avrebbe  richiesto  un  tempo  e  una  fatica 
enorme,  sproporzionati  al  modesto  scopo  della  ricerca.  Del  resto 
l'enorme  numero  delle  prove  avrebbero  più  facilmente  eliminato  qual- 
che eventuale  errore  e  condotto  a  risultati  convincenti. 


(1)  Non  si  esclude  peraltro  che  i  vegetali  che  hanno  dato  risultato 
negativo  non  possano,  in  altre  circostanze  e  con  altri  metodi,  presentare 
traccia  di  fermento. 
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Numero  d'ordine 

Microrganismi 

I 

Prova 

II 

Prova 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

1 

23 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

21 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

i 

25 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

26 

B.  snipestlfer  

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

|0 

27 

B,  cholerae  gallinarum  .... 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

28 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

;  0 

29 

-I- 

-l- 

0 

-1- 

0 

0 

i 

•■ 

30 

+ 

0 

0 

0 

+ 

+  ? 

  ? 

) 

31 

+ 

0 

0 

0 

0 

+ 

0 

0 

.. 

32 

B.  pseudodiphthericus  .... 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

33 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

34 

— 

+ 

0  0 

0 

+ 

0 

0 

0  ' 

35 

+ 

+ 

+ 

0 

+ 

+ 

1 

36 

B.  anthracis  symptomatici.  . 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

p 

37 

4- 

0 

0 

+ 

0 

0 

38 

Vibrlo  cholerae  asiaticae  .  .  . 

+ 

+ 

+ 

0 

+ 

0 

39 

+ 

+ 

+ 

0 

+ 

+  i 

40 

+ 

+ 

+ 

0 

+ 

+ 

+ 

41 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0  0 

0 

c 

42 

Vibrio  thyrogenes  ...... 

+ 

+ 

0 

0 

- 

43 

0 

+ 

+ 

44 

+ 

0 

+ 

0 

45 

+ 

0 

0 

+ 

46 

Streptothrix  Bppinger  .... 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

47 

Streptothrix  carnea  .... 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0  1 

48 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0  1 
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Numero  d'ordine 

Microrganismi 
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Prova 

II  Prova 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Gelatina 

Fibrina 

c 
"S 
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0 

0 

0 

0 

0 
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0 

0 
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50 

Saccharom.  albus  

0 

0 

0 

0 
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0 
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Q 

51 

0 

0 

0 

0 

0 

0  . 

0 

0 

0 

52 
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0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

63 
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0 

0 

54 

0 

Q 

u 

Q 

Q 

0 

0  " 

55 

56 

+ 

? 
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a 

+ 

? 

0 
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+ 

+ 

0 

0 

+ 

+  0 
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0 
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0 
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0 
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0 
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1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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62 

? 

0 

0 

0 
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0 
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0 
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A.  Risultati  principali.  —  Da  queste  numerose  esperieaze  risulta  : 

1.  Che  nessuno  degli  enzimi  o  liquidi  culturali  dei  65  microrga- 
nismi provati  si  mostrò  dotato  di  potere  albuminolitico  o  sierolitico, 
senza  che  contemporaneamente  fosse  pure  dotato  di  potere  caseino- 
litico,  fibrinolitico  o  gelatinolitico. 

2.  Che  pure  non  si  ebbe  mai  il  caso  della  presenza  dell'enzima 
o  del  potere  caseinolitico  o  fibrinolitico  e  della  mancanza  del  gluti- 
nolitico. 

3.  Che  tutti  i  microrganismi  privi  di  enzima  glutinolitico  man- 
carono pure  costantemente  dell'enzima  o  del  poter?  fibrinolitico,  ca- 
seinolitico, sierolitico  o  albuminolitico. 

Qualche  rara  eccezione  venne  sempre  contraddetta  dalle  esperienze 
susseguenti. 

4.  Quindi  anche  i  risultati  di  queste  numerose  esperienze  ten- 
dono a  dimostrare  che  i  poteri  albumolitico,  sierolitico,  caseinolitico, 
fibrinolitico  e  glutinolitico,  non  appartengano  ad  altrettanti  enzimi, 
ma  che  sono  invece  altrettante  proprietà  di  uno  stesso  enzima. 

B.  Risultati  secondari: 

5.  Di  tutti  i  microrganismi  studiati,  dimostrarono  possedere  un 
enzima  fibrinolitico  e  caseinolitico  soltanto  i  seguenti  :  sarcina  auran- 
tiaci,  s.  lutea  (molto  debole),  b.  prodigioso,  b.  piocianeo,  b.  del  car- 
bonchio ematico,  b.  del  tetano,  b.  del  carbonchio  sintomatico,  b.  del- 
l'edema maligno,  tutti  i  vibrioni  (meno  il  saprophiles),  l'aspergillus 
niger  e  Va.  fumigatus,  la  botritis  bassiana,  lo  sterigmatocistis  alba. 

6.  Si  mostrarono  dotati  di  potere  sierolitico  soltanto:  b.  prodi- 
gioso, b.  piocianeo,  b.  del  tetano,  b.  del  carbonchio  sintomatico  e 
tutti  i  vibrioni,  meno  il  saprophiles  (1). 

7.  Si  mostrarono  poi  dotati  di  potere  albumolitico  soltanto  il 
b  piocianeo  ed  il  b.  del  carbonchio  sintomatico  (debole). 

Quindi  l'enzima  proteolitico  più  attivo,  sarebbe  stato  quello  del 
b.  piocianeo. 

Nei  liquidi  putridi,  nel  terreno,  ecc.,  abbiamo  trovato,  come  ve- 
dremo, enzimi  microbici  ancora  più  energici  del  b.  piocianeo,  attivis- 
simo sull'albume  coagulato. 

S.  Esiste  una  indiscutibile  relazione  tra  i  vari  poteri  proteolitici 


(1)  Come  ognuno,  addentro  in  simili  ricerche,  ben  sa,  cambiando  la 
condizioni  d'esperimento  possono  talori  cambiare  alquanto  anche  i  ri- 
sultati: si  tratta  spesso  di  maggior  oom^entrazione  o  di  raiggior  attività 
delle  proteasi.  Così  mentre  nelle  culture  in  brodo  di  b.  meseutericus  vulg: 
e  b.  subtilis  i  dadi  di  siero  riraasero  intatti,  si  ha  in\jece  flaidific.azione 
se  si  coltivano  i  due  microrgsnismi  sul  siero  solidificato  a  becco  di  flàuto. 
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in  discorso:  iti  genere  l'enzima  proteolitico  più  attivo  sulla  gela- 
tina, è  anche  quello  che  è  più  attivo  sugli  altri  4  albuminoidi  e  vi- 
ceversa. 

Microrganismi  isolati  apparleaonti  alls  flora  intestinale. 

Esiste  ness'jn  microrganismo  della  flora  intestinale  dotato  di  po- 
tere albumolitico  e  caseinolitico,  ma  non  glutinolitico  ? 

Per  rispondere  a  questa  domanda  compilai  la  sottostante  tabella, 
ricavandola  dal  lavoro  del  dottor  Distaso  (1). 


a 

N.  d'on 

Microrganismi 

Gelatina 

Caseina 

Albume 

1 

B.  putrificus  filamentosus  

+ 

+ 

—  (traspar.) 

2 

+ 

+ 

+ 

3 

B.  sporo2;enes  saccharolyticus  .  .  . 

+  + 

4 

B.  sporogenes  regularis  

+ 

5 

+ 

+ 

6 

+ 

-  + 

t 

Staph.  liquefaciens  aurautiaeus  .  . 

+ 

-  + 

8 

Coccobacillus  liquefaciens  

+ 

9 

B.  rigidua  

+ 

Risultato.  —  Da  questa  tabella  risulta  che  anche  tra  i  9  micror- 
ganismi della  flora  intestinale  soprannominati  non  ne  esiste  alcuno 
che  sia  dotato  di  potere  albumolitico,  ma  non  caseinolitico,  o  che 
abbia  entrambi  questi  poteri  senza  avere  il  glutinolitico. 

C)  Miscele  (li  niicrorganlsiii!  appartenenti  alla  flora  del  terreno, 
dell'acqua  e  dell'aria. 

Dopo  aver  ricercato  tra  i  vari  microrganismi  della  nostra  colle- 
zione se  ne  esistesse  qualcuno  segregante  un  enzima  dotato  di  potere 
albumolitico,  fibrinolitico,  ecc.,  ma  npn  glutinolitico,  volli  estendere  le 


(1)  DiSTASO  A.  Sur  les  microbes  protéolytiques  de  la  flore  intestinale. 
Cent.  f.  Bakt.,  Orig.  24:  giugno,  1911,  pig.  97. 


556 


mie  ricerche  anche  alla  flora  microbica  dell'aria,  dell'acqua,  del  ter- 
reno, di  liquidi  putridi,  ecc. 

Volli  esperimentare  specialmente  con  miscele  di  germi  della  putre- 
fazione, perchè,  come  vedremo  nella  ricerca  seguente,  io  trovai  che 
sono  dotate  di  un  potere  sierolitico  ed  albumolitico  estremamente 
energico,  molto  più  energico  degli  stessi  microrganismi  isolati  (1). 

Metodo  di  ricerca.  —  Provette  contenenti  10  cmo.  di  brodo  diluito 
a  metà  con  acqua  e  fiocchetti  di  fibrina,  dadi  di  caseina,  di  siero  e 
di  albume  coagulati,  vennero  innestate  con  i  piiì  svariati  liquidi 
putridi,  terreni  fortemente  inquinati,  concimati,  ecc.,  ecc.,  che  nella 
tabella  segneremo  soltanto  con  numeri.  Ciò  fatto  si  posero  le  pro- 
vette a  37"  C.  e  dopo  10  giorni  se  ne  segnarono  i  risultati. 

Contemporaneamente  dai  filtrati  di  ciascuna  delle  singole  provette 
si  prepararono  more  solito  anche  i  tubetti  di  gelatina  e  si  posero 
a  20°  C. 

Dopo  altri  10  giorni  se  ne  segnò  il  risultato. 

Si  esperimentò  con  23  miscele  microbiche  diverse  e  si  ripetè 
la  prova  5  volte  preparando  per  ogni  miscela  5  provette  e  5  tu- 
betti. 


(1)  L'importante  fatto  della  maggiore  attività  proteolitica  delle  mi- 
scele di  mici  organismi  costituenti  l'intiera  flora  dei  terreni  di  liquidi  pu- 
tridi, ecc.,  che  non  gli  stessi  microrganismi  isolati  o  variamente  combi- 
nati e  sulla  maggiore  attività  delle  proteasi  coadiuvate  dai  rispettivi  mi- 
crorganismi vivi  verrà  studiata  in  seguito. 
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D)  Microrganismi  della  putrefazione  isolati. 

Isolai  a  questo  scopo  tutti  i  microrganismi  della  flora  d4  terreno, 
di  acque  luride,  ecc.,  che  mi  fu  possibile. 

Innestai  coi  medesimi  provette  in  brodo  contenenti  dadi  dei  4  albu» 
minoidi  suddetti,  ne  raccolsi  dopo  10  giorni  i  risultati,  indi  provai 
il  potere  glutinolitico,  delle  stesse  colture  e  dopo  10  giorni  raccolsi 
anche  dai  tubetti  i  relativi  risultati,  che  figurano  con  quelli  delle 
provette  nella  sottostante  tabella. 


Miscele 
di  m  crorganismi 

Gelatina 

Fibrina 

j 

Caseina 

Siero 

Albume 

Numeio    1  .  .  . 

+  + 

0 

0 

0 

0 

Id. 

2  .  .  . 

+  + 

0 

0 

0 

0 

Id. 

3  .  .  . 

+1  +1 

+ 

+ 

+ 

+ 

Id. 

4  .  .  . 

0  0 

0 

0 

0 

0 

Id. 

5  .   .  . 

+1  + 

— 

— 

0 

0 

Id. 

6  .   .  . 

+  + 



+ 

0 

0 

Id. 

7  .  .  . 



0 

0 

0 

0 

Id. 

8  .  .  . 

0  0 

0 

0 

0 

0 

Id. 

9  .  .  . 

0  0 

0 

0 

0 

0 

Id. 

10  .  .  . 

+  + 

+ 

+ 

0 

0 

Id. 

11  .  .  . 

0 

0 

0 

0 

Id. 

12  .   .  . 

0  0 

0 

0 

0 

0 

Id. 

13  .  .  . 

u 

A 

\} 

0 

u 

Id. 

14  .  .  . 



0 

0 

0 

0 

Id. 

15  .  .  . 

+  — 

0 

0 

0 

0 

Id. 

16  .  .  . 

+1  +1 

+ 

+ 

+ 

+ 

Id. 

17  .  .  . 

1+  +1 

0 

+ 

0 

0 

Id. 

18  .  .  . 

0  0 

0 

0 

0 

5 

•  Id. 

19  .  .  . 

0  0 

0 

0 

0 

0 

Id. 

20  .  .  . 

0  0 

0 

0 

0 

0 

Id. 

2t  .   .  . 

+1  +1 

0 

0 

0 

Id. 

22  .  .  . 

+1  +i 

+ 

+ 

1 

T  

+ 

Id. 

23  .   .  . 

0 

0 

0 

0 

Id. 

24  .   .  . 

—  + 

0 

0 

0 

0 

Id. 

25  .   .  ■ . 

+  — 

0 

0 

0 

0 

Id. 

26  .   .  . 

0  0 

0 

0 

0 

0 

Id. 

27  .  .  . 

+  + 

0 

0 

0 
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Conclusione.  —  Anche  da  queste  esperienze  risulta: 
1.  Che  non  si  è  mai  trovata  una  miscela  di  microrganismi  tra  le 
nvtmerosissime  provate  che  segregasse  enzimi  dotati  di  potere  albii- 
molitico  o  sierolitico,  o  oaseinolitico,  o  fibrinolitico,  ecc.,  ma  non 
glutinolitico. 

2.  Che  non  si  è  mai  trovata  una  miscela  di  microrganismi  dotati 
di  potere  albumolitico  o  sierolitico,  ma  non  caseinolitico,  nè  fibrino- 
litico. 

3.  Che  tutte  le  miscele  non  dotate  di  potere  glutinolitico  furono 
pure  costantemente  prive  anche  di  potere  albumolitico,  fibrinoli- 
tico, ecc. 

4.  Che  tutte  le  miscele  prive  di  potere  fibrinolitico  o  caseinolitico 
furono  pure  sempre  prive  di  potere  sierolitico  ed  albumolitico. 

5.  Con  queste  nuove  e?perienze  si  afferma  una  volta  di  più  la 
nostra  deduzione  che  il  potere  albumolitico,  sierolitico,  fibrinolitico, 
caseinolitico  e  glutinolitico,  non  sono  altrettanti  enzimi,  mt^  invece 
proprietà  dello  stesso  enzima  proteolitico. 

6.  Agli  stessi  risultati  si  pervenne  esperimentando  cogli  stessi  mi- 
crorganismi isolati. 

7.  Le  miscele  di  microrganismi  della  putrefazione  sono  dotate  d: 
un  potere  albumolitico,  sierolitico,  ecc.,  estremamente  energico,  molto 
superiore  a  quello  degli  stessi  microrganismi  isolati. 

V.  —  Diffusione  degli  enzimi  negli  autolizzati. 

Esiste  autolizzato  animale  dotato  di  potere  albumolitico  o  casei- 
nolitico, o  fibrinolitico,  ma  non  glutinolitico,  oppure  che  sia  dotato 
di  potere  albumolitico  o  sierolitico,  ma  non  fibrinolitico  e  caseino- 
litico ? 

Quel  poco  che  se  ne  sa  relativamente  alla  nostra  quistione  parle- 
rebbe piuttosto  contro  la  specificità  che  in  favore  della  medesima,  e 
confermerebbe  una  volta  di  più  il  fatto  generale  che  non  accade  mai 
che  un  liquido  triptico  sia  attivo  sull'albume  o  sul  siero  coagulati, 
senza  esserlo  pure  sulla  caseina  e  sulla  fibrina  e  che  quando  è  attivo 
su  qualcuno  di  questi  4  albumiuoidi  non  sia  attivo  anche  sulla  gela- 
tina. Ecco  precisamente  quanto  si  sa  a  questo  proposito: 

1"  l'enzima  splenico  attivo  sull'albume  e  sul  siero  (Cathart)  lo 
sarebbe  pure  sulla  fibrina  (Hedin)  e  sulla  gelatina  (Fermi); 

2°  l'enzima  epatico  attivo  sull'albume  lo  sarebbe  pure  sulla  ge- 
latina (Arnheim); 
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3°  l'enzima  placentare  attivo  sul  siero  di  sangue^  lo  sarebbe 
pure  sulla  fibrina. 

Le  mie  ricerche  vennero  istituite  su  vari  organi  di  coniglio  e  di 
ratto,  provando  gli  autolizzati  contemporaneamente  sulla  gelatina, 
sulla  fibrina,  sulla  caseina,  sul  siero  di  sangue  e  sull'albume  coa- 
gulati. 

Metodo  di  ricerca.  —  Gr.  10  di  organi  di  coniglio  e  di  ratto  spap- 
polati con  150  crac,  di  ao.  fen.  all'  1  %  vennero  posti  a  37°  per  20-30 
giorni. 

Ciò  fatto  si  provò  il  filtrato  sulla  gelatina,  sulla  fibrina,  sul  siero 
e  sull'albumina  d'uovo  coagulati,  nel  modo  seguente: 

a)  Gelatina.  —  In  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina  fenicata 
si  versò  14  cmc.  di  filtrato  e  si  conservarono  alla  temperatura 
di  20°  C.  ; 

b)  Fibrina,  caseina,  siero,  albume.  —  In  provette  contenenti 
10  cmc.  di  filtrato  si  pose  un  fiocchetto  di  fibrina,  un  dado  di  ca- 
seina, di  siero  e  di  albumina  e  poscia  si  posero  tutte  le  provette 
a  37-^  C. 

Dopo  5  giorni  si  misurò  lo  strato  di  gelatina  fluidificato  nei  vari 
tubetti  e  si  osservò  quali  dei  va,ri  albuminoidi  erano  stati  sciolti  nelle 
diverse  provette. 

Con  un  po'  di  pratica  si  riesce  facilmente  a  distinguere  un  dado 
di  siero  da  uno  di  albume  o  di  caseina  e  quindi,  quali  dei  vari  albu- 
minoidi vengono  digeriti. 

I  risultati  ottenuti  figurano  nella  sottostante  tabella: 
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Organi 

Coniglio 

Ratto 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Gelatina 

c! 

a 

'A 

Caseìna 

Siero 

Albume 

min. 

mm. 

Pancreas,  con- 

P 

prova 

10 

+ 

+ 

— 

— 

prova 

11 

— 

0 

0 

2a 

11 

+ 

— 

— 

— 

2a 

» 

7 

— 

— 

0 

» 

10 

— 

— 

— 

— 

3a 

» 

10 

— 

0 

0 

r 

prova 

5 

0 

0 

0 

0 

la 

prova 

7 

0 

0 

j) 

7 

•> 

0 

0 

2a 

» 

3 

0 
v 

0 

0 

0 

3a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

3'^ 

s 

5 

0 

9 

0 

0 

1» 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

la 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

Fegato  .... 

2a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

2= 

» 

0 

Q 

0 

0 

0 

3» 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

3' 

0 

0 

0 

0 

0 

la 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

la 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

2» 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

Oa 

» 

0 

Q 

0 

0 

0 

3^ 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

prov  a 

0 

0 

0 

0 

0 

la 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

Polmone.  .  .  . 

2a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

2a 

» 

0 

yj 

0 

0 

0 

3« 

0 

0 

0 

0 

0 

3a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

p 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

2a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

2a 

0 

0 

0 

0 

3'^ 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

3'^ 

0 

0 

0 

0 

0 

P 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

1" 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

Cervello  .... 

2a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

2a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

3a 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

sa 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

la 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

la 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

Testicoli.  .  .  . 

oa 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

2« 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

3» 

0 

0 

0 

0 

0 

3a 

0 

0 

0 

0 

c 

la 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

p 

prova 

0 

0 

0 

0 

0 

Muscoli  .... 

0 

0 

0 

0 

0 

2^ 

0 

0 

0 

0 

0 

3^^ 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

3" 

» 

0 

0 

0 

0 

0 

36 
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Conclusione.  —  Da  questa  tabella  risulta  che  anche  qui,  come  al 
solito,  non  si  ebbe  mai  il  caso  di  un  liquido  triptico  attivo  sulla 
caseina,  sulla  fibrina,  ecc.,  che  non  lo  fosse  pure  sulla  gelatina. 

VI.  —  Ordine  nella  comparsa  ontogenetica  dì  vari  enzimi 
0  poteri  proteolitici  parziali. 

Se  i  poteri  gltitinolitici,  fibrinolitici,  caseinoliti,  ecc.,  degli  enzimi 
proteolitici  fossero  rappresentati  da  altrettanti  enzimi  parziali,  perchè 
non  avrebbe  dovuto  accadere  qualche  volta  che  durante  lo  sviluppo 
degli  embrioni  comparisse  il  potere  albumolitico  o  sierolitico  prima 
del  fibrinolitico  o  del  caseinolitico  o  dell'albumolitico  ? 

Già  da  mie  vecchie  ricerche  (1)  istituite  nel  1892  dimostrai  ehe 
l'enzima  glutinolitico  del  pancreas  e  dell'intestino  compare  nell'em- 
brione umano  avanti  il  fibrinolitico  e  precisamente  nell'embrione 
di  18  cm.  di  lunghezza.  In  altre  mie  ricerche  istituite  colla  collabo- 
razione dello  studente  R.  Repetto  nel  1902  (2)  stabilii  quando  com- 
pare l'enzima  glutinolitico  .nel  pancreas  e  nell'  intestino  degli  em- 
brioni di  bue,  di  maiale,  di  pecora  e  di  cane,  concludendo  che  detto 
enzima  compare  prima  del  fibrinolitico. 

Ciò  venne  confei-mato  dai  risultati  ottenuti  da  altri  autori.  Così  il 
Langendorff  (3)  ricercando  l'enzima  proteolitico  del  pancreas  colla 
fibrina  non  lo  trovò  nell'embrione  umano  che  al  5°  o  6°  mese;  nel- 
l'embrione di  maiale  che  alla  lunghezza  di  13-15  cm.,  in  quello  di 
bue  che  alla  lunghezza  di  25  cm.  ed  in  quello  di  coniglio  che  alla  lun- 
ghezza di  cm.  6,3-6,7,  mentre  io  con  la  gelatina  lo  potei  dimostrare 
alquanto  prima  e,  precisamente  nell'embrione  di  maiale  alla  lun- 
ghezza di  12  cm.,  in  quello  di  bue  alla  lunghezza  di  15,  ed  in  quello 
di  coniglio  alla  lunghezza  di  4-5  cm. 

Per  risolvere  poi  la  questione  definitivamente,  istituii  varie  serie 
di  ricerche  col  pancreas  e  colla  mucosa  gastrica  di  numerosi  embrioni 
le  quali  ora  riporterò. 

Metodo  di  ricerca.  —  Si  preparò  un  infuso  acquoso,  acidificato 
con  acido  acetico  all'I  %  (per  affrettare  la  trasformazione  dello 
zimogeno  in  tripsina  attiva)  col  pancreas  e  con  la  mucosa  gastrica 


(1)  Fermi  C.  Archivio  delle  Scienze  Mediche,  1892. 

(2)  Fermi  C.  e  Repbtto  R.,  Lo  Spe  imentale  (Archivio  di  biologia). 
Anno  LVI,  fase.  I,  1902. 

(3)  Langendorff.  O.  Arch.  f,  Physiol.  di  du  Bois  Roymond,  1879, 
pag.  65-112.  Vedi  pure  W.  Pbeyer  Physiologie  speciale  de  Vemhryon. 
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degli  embrioni  sottonominati  o  poscia  si  provarono  contemporanea- 
mente sulla  gelatina,  sulla  fibrina,  sulla  caseina,  sul  siero  e  sullo 
albume. 

I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni,  figurano  nella  sottostante  tabella: 


I.  —  Pancreas. 


Embrioni 

Lunghezza  (a) 

di 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

od  età 

18  cm. 

+  + 

—  0 

—  0 

0  0 

0  0. 

4  mesi 

+  + 

+  + 

—  0 

0  0 

0  0 

6  mesi 

+1  +1 

+  + 

—  + 

0  0 

0  0 

12  cm. 

+  + 

—  0 

—  0 

0  0 

0  0 

13  cm. 

+  + 

—  0 

—  0 

0  0 

0  0 

35  cm. 

+  + 





0  0 

0  0 

13%  cm. 

+  + 

—  0 

0  — 

0  0 

0  0 

31  cm. 

+  + 



—  0 

0  0 

0  0 

34  cm. 

+  + 

+  — 

—  0 

0  0 

0  0 

15  cm. 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

25  cm. 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

30  cm. 

1  1 

1  1 

  0 

—  0 

0  0 

0  0 

35  cm. 

+  + 

—  0 

0  0 

0  0 

50  giorni 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

2  mesi 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

3  mesi 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

4  mesi 

+  + 

—  0 

—  0 

0  0 

0  0 

7  mesi 

+1  +1 

+  - 

+  - 

0  0 

0  0 

4-5  cm. 

+  + 

0  — 

—  0 

0  0 

0  0 

6-7  cm. 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

((?)  Dal  vertice  della  testa  all'ano. 
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II.  —  Mucosa  gastrica. 


Kmbr'.orii 
di 

od  età 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

5-6  mesi 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

17-20  cm. 

—  + 

— + 

0  0 

0  0 

19  cm. 

0  0 

0  0 

Bue  

17  cm. 

3  mesi 

0  0 
0  0 

0  0 
0  0 

+  + 

—  + 

-  + 

0  0 

0  0 

4-5  cm. 

+  + 

—  0 

—  0 

0  0 

0  0 

BisuUati.  —  Da  queste  tabelle  rilevasi  quanto  segue  : 

1.  Tanto  nel  pancreas  che  nello  stomaco  degli  embrioni  umani, 
quanto  in  quelli  di  maiale,  di  cane,  di  pecora  e  di  bue,  non  si  è  mai 
avverato  il  caso  che  compaia  prima  l'enzima  o  potere  albumolitico 
o  sierolitico  e  poscia  il  caseinolitico,  il  fibrinolitico  ed  il  glutinolitico; 
si  è  sempre  invece  avuto  prima,  come  al  solito,  la  comparsa  dell'en- 
zima gelatinolitico  e  poscia  quella  del  fibrinolitico  e  del  caseinolitico, 
mentre  l'enzima  o  potere  sierolitico  ed  albumolitico  compaiono  quasi 
esclusivamente  dopo  la  nascita. 

2.  L'enzima  glutinolitico  si  trova  certamente  nel  pancreas  dell'em- 
brione umano  di  18  cm.,  in  quello  di  maiale  di  12  cm.,  in  quello 
di  cane  di  13%  cm.,  in  quello  di  pecora  di  31  cm.,  in  quello  di 
bue  di  15  cm.  ed  in  quello  di  coniglio  di  6-7  cm. 

3.  Gli  enzimi  o  poteri  fibrinolitico  o  caseniolitico  comparvero  nel 
pancreas  dell'embrione  umano  al  4°-6°  mese  in  quello  di  maiale  di 
35  cm.,  in  quello  di  cane  di  13  %  cm.,  in  quello  di  pecora  di  31  cm., 
in  quello  del  bue  di  35  cm.  ed  in  quello  del  coniglio  di  6-8  cm. 

L'enzima  o  potere  fibrinolitico  ed  il  caseinolitico  comparvero  nel- 
l'embrione umano  al  5°  6°  mese,  in  quello  di  maiale  di'  17-20  cm., 
in  quello  di  pecora  di  19  cm.,  in  quello  di  bue  di  17  cm.,  in  quello  di 
coniglio  di  6-7  cm.,  in  quello  di  ratto  4-5  cm. 
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Il  potere  sierolitico  ed  albamolitico,  comparvero  quasi  osclasiva- 
mente  dopo  la  nascita. 

Nel  cane  e  nel  gatto  pare  proprio  che  tutti  e  due  gli  enzimi  non 
si  trovino  che  dopo  la  nascita. 

È  singolare  il  fatto  che  in  alcuni  erbivori  compaiano  le  proteasi 
attive  su  albuminoidi  animali  prima  che  in  certi  carnivori. 

VII.   -  Ordine  della  secrezione  dei  vari  enzimi 
0  poteri  proteoiitici  parziali  nei  microbi. 

Interessando  anche  decidere  se  durante  la  secrezione  degli  enzimi 
proteoiitici  da  parte  dei  microbi,  accada  mai  che  compaiano  prima  gli 
enzimi  albumolitici  e  sierolitici  e  poscia  i  caseinolitici,  i  fibrinolitici, 
e  i  glutinolitici,  istituii  l'esperienza  seguente: 

Metodo  di  ricerca  —  1°  Si  innestarono  provette  di  brodo  conte- 
nenti dadi  dei  4  albuminoidi  con  una  miscela  di  microrganismi  della 
fazione,  col  v,  Finkler,  -prior.  Col  b.  prodigioso  e  col  b.  piocianeo  e 
si  putreposero  a  30"^. 

2°  Dopo  1,  2,  3,  5,  10  giorni  si  stabilì  la  presenza  o  no  di  ogni 
singolo  enzima  o  potere,  sopprimendo  l'azione  batterica  mediante  la 
aggiunta  di  acido  fenico  1  %,  di  timolo  2  %o  e  di  toluolo,  aggiun- 
gendo altri  dadi  dei  vari  albuminoidi,  se  fossero  stati  già  digeriti  i 
primi  e  preparando  dalle  varie  provette  tubetti  di  gelatina. 

I  risultati  figurano  nelle  seguenti  tabelle  : 
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Toluolo 

amnqiv 

O        O            O         O            O           '            O  O 

ojjig 

o       o         o       o         o        ;         o  o 

o      o         o      o         o        ;        o  o 

oo         oo         ol  oo 

_•                     (M              io                          ^         r-t              (M  (M 
Sii              II             ^1              1  -> 
g(N(N             Ol         n             ^         et  (M(M 

CO 

o 

a 

EH 

ainnqiv 

OO'OO            OO  oo 

0J8Tg 

oo         oo         oo  oo 

■BUI96130 

oo         oo         oo  oo 

oo         oo         oo  oo 

■■*CC                  T(l-^  1— IC^  ^\,_| 

Sii                           1                II  ^1 

gco(N            -^fo            (Nt-i  ^CM 

(M 

Acido  fenico 

aninqiv 

OO         oo         oo  oo 

ojaig 

oo         oo         oo  oo 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  si  rileva  quanto  segue: 
1°  Non  si  è  mai  dato  il  caso  che  durante  la  secrezione  degli 
enzimi  proteolitici  da  parte  dei  microbi,  comparissero  prima  gli  en- 
zimi albumolitici,  sierolitici  e  poscia  i  caseinolitici,  i  fibrinolitici  ed 
i  glutinolitioi.  La  presenza  degli  enzimi  o  poteri  albumolitici  e  siero- 
litici  è  stata  sempre  accompagnata  dagli  enzimi  o  poteri  fibrinolitici, 
caseinolitici  e  glutinolitici. 

2°  Nel  1*^  e  2°  giorno  si  potè  dimostrare  l'enzima  od  il  potere 
glutinolitico,  ma  nessuno  degli  altri  quattro,  i  quali  comparirono 
soltanto  al  3°  giorno  principiando  sempre  cogli  enzimi  o  poteri  par- 
ziali più  deboli  (enzima  fibrinolitico  e  caseinolitico)  e  soltanto  ai  5° 
e  IQP  giorno  si  poterono  dimostrare  gli  enzimi  o  poteri  più  energici, 
quali  il  sierolitico  e  l'albnminolitico. 

3°  La  presenza  soltanto  dell'enzima  o  potere  glutinolitico  si 
spiega,  naturalmente,  colla  debole  attività  o  concentrazione  dell'enzima 
stesso. 

Da  tutto  ciò  se  ne  conclude  una  volta  di  più  che  gli  enzimi 
proteolitici  sono  polivalenti  e  non  già  monovalenti  o  specifici. 

4"  Come  risultati  secondari  ricorderemo  poi  che  l'acido  fenico 
esercitò  un'azione  molto  più  dannosa  sugli  enzimi  che  non  il  timolo 
ed  il  toluolo. 

5°  Che  l'acido  fenico  danneggiò  di  più  gli  enzimi  o  poteri  sie- 
rolitici, caseinolitici,  fibrinolitici,  che  non  i  glutinolitici.  Forse  l'acido 
fenico  diminuì  anche  la  digeribilità  dell'albumina,  del  siero,  della  ca- 
seina e  della  fibrina  più  che  non  quella  della  gelatina. 

Vili.  —  Ordine  nella  comparsa  delle  varie  proteasi  parziali 
nell'attivazione  dei  proenzimi. 

Se  i  secreti  proteolitici  fossero  un  complesso  di  tanti  enzimi 
parziali  (glutinolitici,  fibrinolitici,  ecc.)  potrebbe  accadere  facil- 
mente che  la  trasformazione  dei  vari  proenzimi  nelle  rispettive  pro- 
teasi parziali  avvenisse  in  tempi  differenti  e  che  qualche  volta  si 
avverasse  il  fatto  dell'attivazione  dell'enzima  albumolitico  e  sieroli- 
tico alquanto  prima  del  fibrinolitico  e  glutinolitico. 

Esperienze  speciali  al  riguardo  mancano;  peraltro  i  pochissimi 
fatti  dei  quali  siamo  in  possesso  parlano  contro  la  possibilità  che  il 
potere  sierolitico  ed  albumolitico  nell'attivazione  dello  zimogeno  com- 
paiano prima  degli  altri.  Così  mentre  Heidenhain,  Weiss  e  Podo- 
linski  sostenevano  che  il  pancreas  fresco  è  completamente  inattivo 
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sulla  fibrina,  sulla  caseina,  sull'albume,  ecc.,  io  dimostravo  (1)  che 
il  pancreas  freschissimo  di  cane,  bue,  oca,  colombo,  se  è  quasi  inat- 
tivo per  la  fibrina,  è  invece  attivissimo  per  la  gelatina. 

Anche  nei  trattato  sui  fermenti  di  Oppenheimer  (pag.  210)  si  legge 
che  il  succo  pancreatico  freschissimo  e  purissimo  è  sempre  inattivo 
per  l'albume  e  solo  debolmente  per  la  fibrina  e  per  la  caseina. 

Per  decidere  la  quistione  intrapresi  qualche  esperienza  in  pro- 
posito. 

Metodo  di  ricerca.  —  Presi  il  pancreas  freschissimo  dall'animale 
appena  ucciso,  ne  preparai  emulsione  di  20  gr.  in  50  %  di  glicerina, 
in  20  %  di  alcool  ed  in  NaCl  9  %. 

Dopo  5  giorni  si  filtrò  e  si  provarono  i  vari  filtrati  sui  cinque 
soliti  albuminoidi. 

Per  evitare  o  ritardare  l'attivazione  degli  enzimi  parziali  durante 
il  loro  contatto  con  gli  albuminoidi,  si  eliminò  l'ossigeno,  versando 
nelle  provette  2  cmc.  di  olio  di  vasellina,  non  dimenticando  per 
altro  le  prove  di  controllo  senza  l'olio  suddetto. 

Dopo  5,  10  giorni  si  raccolsero  i  risultati  che  figurano  nella  sotto- 
stante tabella. 


(1)  Fermi  C.  La  gelatina  come  reagente,  ecc.  Archivio  per  le  Scienze 
Mediche,  voi.  XVI,  n.  8,  pag.  169. 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 

P  Che  nella  trasformazione  dello  zimogeno  in  tripsina  attiva 
non  avviene  mai  che  gli  enzimi  albumolitici  e  sierolitici  compaiano 
prima  dei  fibrinolitici  e  glutinolitici.  La  comparsa  dell'enzima  gluti- 
nolitico  precede  sempre  quella  di  tutti  gli  altri,  susseguita  subito 
dall'enzima  o  potere  fibrinolitico  e  caseinolitico. 

2°  Ricorderò  inoltre  tra  i  risultati  di  importanza  secondaria: 

a)  Che  in  assenza  di  ossigeno  l'enzima  si  è  mostrato  spesso 
meno  attivo  almeno  verso  alla  fibrina. 

b)  Che  1'  infu?o  pancreatico  contenente  il  25  %  di  alcool, 
mentre  si  è  mostrato  attivo  per  la  gelatina,  si  mantenne  sempre 
inattivo  sugli  altri  albuminoidi  e  che  l'infuso  acquoso  contenente 
il  9  %  di  cloruro  sodico  fu  alquanto  più  attivo  degli  altri  due. 

c)  Che  dei  quattro  infusi  pancreatici,  quello  di  cavallo  e  di 
maiale  si  mostrarono  i  più  attivi  e  quello  di  bue  e  di  capra  i  meno 
attivi. 


IX.  —  Comportamento  dei  diversi  enzimi  o  poteri  proteolitici 
di  fronte  agli  agenti  fisici,  calore  e  luce. 

E  possibile  mediante  agenti  fisici  distruggere  il  potere  albumolitico, 
sierolitico,  fibrinolitico,  ecc.,  e  non  il  glutinolitico  ?  Oppure  è  possi- 
bile distruggere  il  potere  albumolitico  o  sierolitico,  senza  distruggere 
il  caseinolitico  ed  il  fibrinolitico  ? 

Queste  esperienze  vennero  istituite  sulla  tripsina,  sulla  pepsina  e 
sugli  enzimi  batterici. 

I.  —  Esperienze  sulla  tripsina. 

Già  nel  1892  istituii  alcune  esperienze  per  cercare  di  sopprimere 
il  potere  fibrinolitico  della  tripsina  conservando  alla  medesima  il  ge- 
latinolitico. 

Ecco  che  cosa  scrivevo  in  proposito  : 

«  Se  si  sottomette,  la  tripsina  per  un'ora  alla  temperatura  di  SO'^  C, 
essa  non  scioglie  più  la  fibrina,  ma  sebbene  ancora  la  gelatina  ;  alla 
temperatura  di  60°  poi  essa  non  agisce  più  neppure  su  quest'ultima. 

«  Una  soluzione  neutrale  acquosa  di  tripsina  conservata  anche 
alla  temperatura  ordinaria  (lOo-lS"  C.)  dopo  quattro  o  cinque  giorni 
non  agisce  più  sulla  fibrina,  ma  scioglie  però  ancora  la  gelatina  e 
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solamente  alcuni  giorni  j)iù  tardi  diviene  inattiva  anche  per  questa 
ultima  ». 

Ora  per  tentar  di  decidere  se  l'enzima  gelatinolitico  e  caseinolitico 
della  tripsina  erano  o  no  la  stessa  cosa  istituii  queste  esperienze  : 

Esperienza  I.  —  Sottoposi  una  soluzione  di  tripsina  all'I  %  ed 
all'I  %o  all'azione  della  temperatura  di  35°-40°  C.  prolugata  per 
24-48-72-96-120  ore,  ciò  fatto  assaggiai  l'azione  gelatinolitica  e  ca- 
seinolitica  della  tripsina  così  trattata. 

A  questo  scopo  posi  provette  contenenti  soluzioni  di  tripsina 
all'  1  %  ed  all'  1  o,oo  a  35°  ed  a  40°  C.  e  dopo  24-48-72-96-120  ore 
assaggiai  il  potere  gelatinolitico  distribuendo  un  centimetro  cubico 
di  dette  soluzioni  in  tubetti  di  getatina  al  5  %  fenicata  e  conser- 
vando i  tubetti  alla  temperatura  di  20"  insieme  a  prove  di  controllo, 
fatte  con  le  stesse  soluzioni,  ma  non  sottoposte  all'azione  del  calore. 
Riguardo  all'azione  caseinolitica  si  procedette  nel  seguente  modo  : 
dadi  di  2x3  mm.  di  caseina  A  e  di  caseina  B  e  C  (formaggio 
fontina  e  griviera)  vennero  posti  in  provette  contenenti  3  cmo.  di 
tripsina  1  %  ed  1  %o  ©  sottoposti  alle  temperature  suddette. 

Anche  in  questo  caso  non  si  dimenticarono  lo  prove  di  controllo. 


Azione  delta  tripsina  sottoposta  a  35°-àO°  per  24-48  ore 
sulla  caseina  e  sulla  gelatina. 
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Azione  della  temperatura  dì  3ò°-40°  G,  per  48  ore. 
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Risv.ltato.  —  1°  La  soluzione  di  tripsina  all'I  %  e  all'I  00  riscaldata 
o  35°-40°b.,  mentre  si  mostrò  inattiva  sulla  caseina  fluidificò  invece 
ancora  la  gelatina  quantunque  il  potere  sulla  medesima  fosse  ridotto 
circa  alla  metà. 

2°  Le  prove  di  controllo  costituite  da  soluzioni  di  tripsina  non 
riscaldate  si  mostrarono  attive  tanto  all'  1  %  che  all'  1  %o- 

Le  soluzioni  all'I  %  sciolsero  la  caseina  in  24  ore,  quelle  all'I  o/qq 
in  48  ore. 

Esperienza  II  —  Provette  contenenti  20  cmc.  di  tripsina  1  °  oo 
preparata  in  soluzione  fenica  all'  1  %  vennero  riscaldate  in  bagno- 
maria a  45°  e  50"  per  vario  tempo. 

Ciò  fatto  si  distribuì  detta  tripsina  in  provette  in  ragione  di 
5  cmc.  per  ciascuna  immergendovi  poi  contemporaneamente  due  dati 
(10x3  mm.)  di  albume,  due  di  siero  e  due  di  caseina.  Per  controllo 
si  prepararono  altre  provette  colla  stessa  soluzione  di  tripsina  non 
riscaldata. 

Tutte  le  singole  prove  vennero  poste  nel  termostato  a  30°. 
Dopo  due  e  dopo  dodici  giorni  si  ebbe  il  risultato  che  figura  nella 
seguente  tabella: 
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45 

"C. 

500C. 

Albuminoidi 

30' 

60' 

00' 

15' 

30' 

45' 

60' 

Controllo 

giorni 

giorni 

giorni 

giorni 

giorni 

giorni 

giorni 

giorni 

2 

12 

2 

12 

12 

2 

12 

2 

12 

2 

12 

2 

12 

2 

12 

Gelatina  .  .  *  . 

+ 

+  + 

-+ 

+  + 

+ 

+ 

+  + 

+ 

-f 

+ 

+ 

+  +  + 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

+ 

+ 

0 

0 

+  -)- 

+  + 

Vct9ClIJ<l>     •     •      •  . 

+ 

0 

+ 

0 

0 

0 

+• 

0 

+ 

0 

+ 

0 

0 

+  + 

++++ 

Siero  di  sangue 
coagulato 

+ 

0 

+ 

0 

0 

0 

+ 

0 

0 

0 

n 

+ 

+ 

Albume  coagu- 
lato 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

5 

Da  questa  tabella  si  rileva  che  non  è  mai  avvenuto  che  l'azione 
della  temperatura  di  éS^-SO"  C.  prolungata  per  15-3045-60-90  minuti 
distruggesse  il  potere  gelatinolitico  della  tripsina  e  conservasse  il 
fibrinolitico  o  il  caseiaolitico  o  il  sierolitico  o  l'albumolitico,  oppure 
che  distruggesse  il  potere  fibrinolitico  od  il  caseinolitico  e  conservasse 
il  sierolitico  o  l'albumolitico. 

II.  —  Esperienze  sulla  tripsina  e  papaina. 

Si  esposero  i  due  enzimi  in  soluzione  fenicata  all'  1  %  alla  tem- 
peratura di  50"  e  di  60°  e  poscia  si  provarono  sulla  gelatina  solida 
fenicata  e  sulla  fibrina. 

a)  Gelatina.  —  Si  usò  il  solito  metodo  dei  tubetti.  In  tubetti 
contenenti  1  cmc.  di  gelatina  al  7  %  si  versò  1  cmc.  della  solu- 
zione dei  vari  enzimi  diluita  a  parti  eguali  con  acido  fenico  1  "/q. 
»  b)  Fibrina.  —  In  provette  contenenti  5  cmc.  delle  soluzioni  dei 
vari  enzimi  diluite  come  sopra  a  parti  uguali  1  %  si  pose  un  fioc- 
chetto di  fibrina  fresca.  Dopo  10  giorni  si  misurò  lo  strato  di  gela- 
tina sciolta  e  si  osservò  se  la  fibrina  era  stata  digerita  o  no.  Le 
prove  di  controllo  non  vennero  dimenticate. 


Tripsina 

Papaina 

Gelatina 

Fibrina 

Gelatina 

Fibrina 

Temp.  50"  C.  per  1  ora 

+ 

0 

+ 

0 

Id.    60°  C.  per  1  ora 

0 

0 

0 

++ 

+ 

+ 

+ 

Luce  solare  ore  200  . 

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

+ 

1+ 

+ 

37 
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Conclusione.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  che  non  è  mai  avve- 
nuto che  l'azione  della  temperatura  di  50°  e  60°  C.  per  un'ora  e 
della- luce  solare  diretta  per  200  ore  distruggesse  il  potere  glutino- 
litico  della  tripsina  e  della  papaina  e  conservasse  il  fibrinolitico; 
ma  alla  scomparsa  del  potere  glutinolitico  seguì  sempre  la  scomparsa 
anche  del  potere  fibrinolitico.  Tutto  ciò  parla  sempre  contro  alla  mo- 
novalenza degli  ecto-enzimi  proteolitici. 

III.  Esperienze  sulla  pepsina. 

Esperienza  I.  —  Preparai  una  soluzione  all'i  °/oo  in  acido  clori- 
drico al  2  %3,  la  distribuii  in  provette  in  ragione  di  20cmG.  per 
ciascuna,  e  poscia  la  sottoposi  alla  temperatura  di  G0°-6''i°  in  bagno 
maria  rispettivamente  per  35'  45',  60'-75'.  Ciò  fatto  distribuii  le 
varie  porzioni  di  pepsina  in  provette  in  ragione  di  10  cmc,  per  cia- 
scuna e  poscia  immersi  in  ogni  provetta  due  fiocchi  di  fibrina,  due 
dadi  di  caseina,  due  dadi  di  siero  (10  x  3  mm.)  e  due  dadi  di 
albume  e  posi  tutte  le  prove  a  30°  C. 

I  risultati  ottenuti  dopo  48  ore  figurano  nella  sottostante  tabella  : 


Albuminoidi 

60° 

c. 

65°  C. 

30' 

40' 

60' 

75' 

30' 

45' 

75' 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Risultato.  —  Da  questa  tabella  risulta  che  una  soluzione  di  pepsina 
Merk  all'  P/^o  riscaldata  a  10"  C.  per  45',  ha  perduto  il  potere  albu- 
minolitico  e  quasi  tutto  il  sierolitico,  ma  ha  conservato  il  potere 
caseinolitico  ed  il  fibrinolitico. 

2°  Che  la  stessa  soluzione  riscaldata  a  60°  C.  per  60',  75'  ed  a 
65°  C.  per  30'45'-75'  perdette  tutti  i  poteri,  meno  il  fibrinolitico. 

Esperienza  II .  —  Provette  contenenti  10  cmc.  di  pepsina  all'I  % 
in  acido  tartarico  al  4  %  vennero  riscaldate  a  65°  per  1 ,  2,  3  ore,  e 
poscia  si  allestirono  prove  sui  4  soliti  albuminoidi  nonché  sulla  gela- 
tina mediante  il  metodo  dei  tubetti. 
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I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni  figurano  nella  sottostante  tabella  : 


Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

1" 

2" 

1" 

1 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

—  + 

-  + 

2 

+ 

+ 

+ 

+ 

-  + 

3 

+ 

+ 

+ 

+ 

—  0 

—  0 

-  0 

Risultato.  —  Da  questa  tabella  si  rivela  quanto  segue: 
Che  sottoponendo  la  pepsina  alla  temperatura  di  60°  C.  per  1-2-3  ore 
non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  rimanesse  distrutto  il  potere  fibri- 
nolitico  o  caseinolitico  e  si  conservasse  il  sierolitico  e  l'albumino- 
litico. 

Anche  questa  esperienza,  quindi,  ha  parlato  piuttosto  contro  che 
in  favore  della  specificità. 

IV.  Enzimi  proteolitici  microbici. 

Metodo  di  ricerche.  —  Si  sottoposero  soluzioni  fenicate  all'I  %  dei 
vari  enzimi  microbici  alla  luce  solare  diretta  ed  alle  temperature 
sottoindicate,  e  poscia  si  provarono  sulla  gelatina  e  sulla  fibrina  : 

a)  Gelatina.  In  tubetti  di  gelatina  al  7  %  fenicata  all'I  %  si 
versò  1  cmc.  della  soluzione  dei  vari  enzimi  e  si  posero  a  20  *  G.  Dopo 
10  giorni  si  misurò  lo  strato  di  gelatina  sciolta. 

b)  Fibrina.  In  proveste  contenenti  5  cmc.  della  soluzione  dei 
vari  enzimi  si  pose  un  fiocchetto  di  fibrina  conservando  le  provette 
a  37°  C. 

I  risultati  ottenuti  figurano  nella  seguente  tabella: 
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Encimi  proteolitici 

a  60° 
per  1  ora 

a 
per 

60° 
1  ora 

Controllo 

Luce  solare 
ore  200 

Controllo 

Gelatina 

Fibrina 

Gelatin.'i 

Fibrina 

Gelatina 

Fibrina 

Gelatina 

Fibrina 

Gelatina 

Fibrina 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

27 

0 

0 

0 

20 

+ 

4 

0 

28 

+ 

27 

0 

0 

0 

+ 

8 

0 

22 

+ 

15 

+ 

15 

0 

+ 

+ 

2  y. 

0 

7 

+ 

6 

- 

4 

0 

10 

+ 

•• 

B.  anthracis  symptomatici . 

5 

-  + 

3 

0 

8 

+ 

£.  oedematls  maligni  . 

i 

— 

2 

0 

e 

+ 

Vi  brio  cholerae  asiaticae 

28 

+ 

19 

0 

18 

+ 

9 

0 

23 

+1 

Vibrio  Finkler-Prior  .  . 

25 

+ 

12 

0 

30 

+ 

10 

— 

30 

+1 

20 

+ 

15 

0 

29 

+ 

12 

26 

+ 

Vitrio  Metschnlkoff  .  . 

16 

+ 

10 

0 

25 

+  ■ 

7 

15 

+ 

19 

+ 

11 

0 

20 

+ 

5 

 r 

10 

+ 

10 

+ 

7 

0 

29 

+ 

10 

29 

+ 

Miscela  di  germi  della  putref .  I 

11 

+ 

5 

0 

18 

+ 

11 

+ 

80 

-il 

Id.  id. 

II 

10 

+ 

6 

0 

26 

+ 

9 

  0 

-0 

28 

+1 

Id.  Id. 

III 

11 

+ 

8 

0 

22 

+ 

+ 

-  + 

20 

+1 

Id.  id. 

IV 

12 

+ 

7 

0 

30 

+ 

9 

0 

27 

+1 

Id.  id. 

V 

13 

+ 

8 

0 

31 

+ 

12 

+ 

31 

il 

Conclusione.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  che  nessuno  dei  17  enzimi 
microbici  sottoposti  all'azione  della  temperatura  di  50'^  e  60"  C.  per 
un'ora  ed  alla  luce  solare  per  200  ore  ha  mai  perduto  il  potere  glu- 
tinolitico  conservando  il  fibrinolitico.  Tutte  le  volte  che  i  suddetti 
enzimi  conservarono  il  potere  fibrinolitico,  conservarono  sempre  anche 
il  potere  glutinolitico. 

Anche  i  risultati  di  queste  esperienze  parlano,  come  tutti  gli  altri, 
contro  alla  monovalenza  o  specificità  degli  enzimi. 

X.  —  Comportamento  dei  vari  enzimi  proteolitici  parziali 
di  fronte  alla  filtrazione  attraverso  alla  porcellana. 

Nella  possibilità  che  gli  ipotetici  enzimi  proteolitici  parziali  costi- 
tuenti la  tripsina,  la  pepsina,  ecc.,  potessero  comportarsi  diversamente 
al  filtro  di  porcellana,  si  potessero  cioè  separare  con  questo  mezzo,  isti- 
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tuii  alcune  esperienze  in  proposito  colla  tripsina,  colla  pepsina  e 
cogli  enzimi  proteolitici  di  vari  microbi,  seguendo  presso  a  poco  lo 
stesso  metodo  tenuto  in  altre  precedenti  esperienze  (1). 

A.  —  Ricerche  colla  tripsina. 

Metodo  di  ricerca.  —  Una  soluzione  di  tripsina  all'I: 500  in  acido 
fenico  all'I  %  viene  filtrata  per  5  volte  alla  candela  Chamberland  e 
poscia  se  ne  prova  ogni  volta  l'attività  proteolitica  mediante  provette 
contenenti  i  4  albuminoidi  nonché  mediante  tubetti  di  gelatina 
(7  %  ac.  fen.  1  %,  carbonato  di  sodio  ^-2%)-  I  risultati  raccolti  dopo 
10  giorni  figurano  nella  sottostante  tabella: 


Gelatina 

Fibrina 

Cjseina 

Siero 

Albume 

mm. 

1° 

10-10-10-10 

-  + 

—  0 

00 

00 

2° 

id  

9-9-9-9 

+  -  " 

—  0 

00 

0  0 

3° 

id  

8  1/2-8  1/2-8-7 

—  + 

00 

0  0 

00 

40 

id  

8-7-8  14-7  K 

0  0 

00 

0  0 

5° 

id  

7-7-8-8  1/0 

00 

00 

00 

B.  —  Ricerche  colla  pepsina. 

Metodo  di  ricerca.  —  Soluzioni  di  pepsina  all'I: 200  ed  all'i:  500 
in  acido  tartarico  al  4  %  vennero  filtrate  per  5  volte  colla  candela 
Chamberland  e  poscia  se  ne  provò  ogni  volta  l'attività  proteolitica 
mediante  provette  contenenti  dadi  dei  4  soliti  albuminoidi  nonché 
mediante  tubetti  di  gelatina  (7  %  ac.  fenico  1  %,  acido  tarta- 
rico 4  %).  I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni  figurano  nella  seguente 
tabella. 


(I)  Fermi  e  Pebnossi.  Studio  sugli  enzimi.  Ann.  d'Igiene  sperim.  della 
R.  Università  di  Roma,  1894. 
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- 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

mni. 

Pepsina  all'I 

:  200 

10  filtrato 

0  0  0 

+  + 

+  + 

1  1 
n  r 

1  1 
i  r 

2"  id 

0  00 

+  + 

+  + 

1  1 

1  1 
i — r 

3"  id  

000 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

4°  id  

000 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

5°  .  id  

000 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

Controlli  :  pepsina  non  fil- 
trata 

2  1/2-2 
2 14-2  Yo 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

mm. 

Pepaina  all'  1  • 

500 

n  n 
V  u 

+  + 

+  + 

+  + 

90  irl 

u  u 

+  + 

+  + 

—  0 

3°  id  

00 

—  + 

+  — 

—  0 

00 

4°  id  

00 

—  0 

00 

00 

00 

5°  id. 

00 

0  0 

00 

00 

00 

1-1 1/2 

+  + 

+  + 

—  + 

C.  —  Ricerche  con  gli  enzimi  proteolitìci  microbici. 

Metodi  di  ricerca.  —  Matracci  contenenti  100  cmc.  di  brodo  diluito 
a  metà  ed  1  gr.  di  ciascuno  dei  4  soliti  albuminoidi  vengono  innestati 
con  miscele  di  microrganismi  della  putrefazione.  Appena  disciolti 
gli  albuminoidi  si  filtra  alla  carta^  si  aggiunge  il  2  %  di  timolo  e 
poscia  si  filtra  5  volte  alla  candela  Chamberland.  Ogni  volta  che  si 
filtra  si  prova  l'attività  proteolitica  del  filtrato  mediante  provette 
contenenti  dadi  dei  4  albuminoidi  e  mediante  tubetti  di  gelatina. 

Le  prove  di  controllo  con  culture  non  filtrate  vennero  pure  fatte. 

I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni  figurano  nella  seguente  tabella. 
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Numero  delle  varie  filtrazioni 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

mm. 

10-11 

+1  +: 

+1  +1 

+  + 

+  + 

1"  filtrato  

8-8  1/2 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

7  i/,-8 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

3»     id   . 

6-6  14 

0  0 

0  0 

4"  id  

6-6 

0  0 

0  0 

0  0 

5°  id  

5  K-5 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

Risultati.  —  Da  queste  tre  tabelle  rilevasi  quanto  segue: 

P  Che  non  è  mai  avvenuto  di  ottenere  alcuno  fra  i  5  successivi 
filtrati  alla  porcellana  delle  stesse  soluzioni  di  tripsina  pepsina  e 
degli  enzimi  microtici,  che  fosse  dotato  di  potere  albumolitico,  sero- 
litico  e  non  fibrinolitico  o  caseinolitico  o  glutinolitico. 

Ciò  vale  a  dimostrare  una  volta  di  piiì,  come  l'ipotesi  della  mono- 
valenza o  specificità  degli  eozimi  proteolitici,  non  trovi  appoggio 
alcuno  nelle  varie  ricerche  sin  qui  istituite  in  proposito. 

2°  Mentre  alla  5*  filtrazione  il  potere  glutinolitico  della  pepsina 
si  ridusse  ad  ^4'  ^  scomparve  quasi  del  tutto  il  potere  fibrinolitico, 
mentre  il  potere  caseinolitico  era  già  scomparso  dopo  la  S'''  filtrazione. 

3°  Mentre  il  potere  albuminolitico  della  pepsina  scomparve  già 
dopo  la  prima  filtrazione,  il  potere  sierolitico  scomparve  dopo  la  2'\  il 
caseinolitico  dopo  la  3^  ed  il  fibrinolitico  dopo  la  4''. 

4°  Mentre  il  potere  glutinolitico  delle  culture  microbiche  si 
ridusse  circa  alla  metà  dopo  la  5*''  filtrazione,  il  potere  fibrinolitico 
scomparve  alla  3*^  filtrazione,  il  caseinolitico  alla  4''^  ed  il  sierolitico 
ed  albumolitico  alla  1'. 

XI.  —  Comportamento  dei  vari  enzimi  0  poteri  proteolitici 
verso  la  dialisi. 

Da  mie  precedenti  esperienze  sulla  diffusibilità  degli  enzimi  proteo- 
litici  (1)  ed  inversivi  (2),   avevo  dimostrato  che  gli  enzimi  mentre 

(1)  Fermi  C.  Weitere  Untersuchungen  iiber  die  tryptischen  Enzyme. 
Archiv  fiir  Hygiene,  Voi.  10,  fase.  1,  pag.  11. 

(2)  Fermi  C,  Pernossi  L.  Sugli  enzimi.  Annali  dell'Istituto  d'Igiene 
della  R.  Università  di  Roma,  Voi.  TV  (Nuova  serie),  fase.  I,  pag.  125. 

Fermi  C.  e  Montesano  G.  Sulla  inverzione  del  saccarosio  da  parte 
dei  microbi.  Annali  dell'Istituto  d'Igiene  della  R.  Università  di  Roma, 
Voi.  IV  (Nuova  serie),  fase.  IV,  pag.  42}. 
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vengono  arrestati  completamente  dalla  buona  pergamena,  passano 
invece  attraverso  alla  carta  de  la  Rue. 

Ecco  precisamente  i  risultati  ai  quali  pervenni: 

1°  La  pepsina  e  la  tripsina  si  comportano  alla  dialisi  come  le 
sostanze  albuminoidi  ed  il  peptone. 

2°  Questi  due  enzimi  si  diffondono  lentamente  attraverso  la  carta 
de  la  Rne  e  sono  arrestati  quasi  completamente  da  una  buona  per- 
gamena. 

3°  Il  cloruro  sodico  e  la  glicerina  uniti  insieme  facilitano  certa- 
mente la  dialisi  della  tripsina. 

Nella  possibilità  che  se  i  succhi  digestivi  ed  i  preparati  enzima- 
tici fossero  un  miscuglio  di  enzimi,  questi  avrebbero  potuto  avere 
un  grado  di  diffasibilità  diverso  uno  dall'altro,  volli  tentare  se  me- 
diante la  dialisi  si  potesse,  separandoli,  dimostrare  l'esistenza  dei 
medesimi. 

Esperienza  I. 

Metodo  di  ricerca.  —  100  cmc.  di  una  soluzione  di  tripsina  all'I  % 
in  acido  fenico  1  %  e  100  cmc.  di  una  soluzione  di  pepsina  pure 
all'I  %  in  acido  tartarico  al  3  %  vennero  posti  a  dializzare.  Il  dia- 
lizzatore  costruito  di  carta  pergamena  veniva  immerso  in  50  cmc.  di 
acido  fenico  1  %  per  la  tripsina,  e  di  acido  tartarico  al  3  %  per  la 
pepsina.  Dopo  24  ore  si  provò  sui  cinque  soliti  albuminoidi  il  dia- 
lizzato,  e  per  controllo  anche  il  liquido  dializzante.  I  risultati  figu- 
rano nella  sottostante  tabella  : 


Liquido 

dializzante  {controllo) 

Liquido  dializzato 

Gelatina 

Fibrina 

Caseiua 

0 

Albume 

Gelatina 

Fibrina 

CaSBÌna 

« 

Albume  | 

mm. 

mm. 

Tripsina . 

28-28 

+  + 

-+I 

0  0 

0  0 

10-10 

—  0 

00 

00 

Pepsina  . 

7  1/2-7 

+  + 

+  + 

+  + 

0  — 

0  0 

00 

00 

Esperienza  II. 

Metodo  di  ricerca.  —  100  cmc.  di  una  soluzione  di  tripsina  al  2  % 
in  acqua  timolata  satura  ed  altri  100  cmc.  di  una  soluzione  di  pepsina 
al  2  %  in  acido  tartarico  al  3  %,  vennero  posti  a  dializzare.  I  due 
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dializzatori  costituiti  di  carta  pergamena,  venivano  immersi  in  50cmc.  di 
acqua  timolata  per  la  tripsina  ed  in  acido  tartarico  al  2  %  per  la 
tripsina.  Dopo  24  ore  si  provò  il  dializzato  e  per  controllo  anche  il 
liquido  dializzante  sui  5  soliti  albuminoidi. 

I  risultati  ottenuti  dopo  10  giorni  figurano  nella  sottostante  tabella: 


Tripsina 

Pepsina 

Liquido  dializzGntc  {coYitvolló)  '• 

30-31-31  mm. 

Fibrina 

+1  +1 

TI  TI 

+  -1- 

1 1  ri 

+  + 

Siero  

0  0 

+  + 

0  0 

1  1 

Liquido  dializzato: 

•20-20-22  mm. 

-  +  -  + 

+  + 

-  +  -"  + 

+  + 

0  0 

+  + 

0  0 

+  + 

Esperienza  III, 

Metodo  di  ricerca.  —  Si  ripetè  l'esperienza  precedente  aggiungendo 
alla  tripsina  2  %,  il  5  %  di  glicerina  ed  il  5  %  di  cloruro  sodico  e 
sostituendo  all'acido  tartarico  della  pepsina  l'acido  lattico  e  l'acido 
cloridrico,  perchè  mie  precedenti  esperienze  mi  avevano  dimostrato 
che  le  detto  sostanze  favoriscono  la  dialisi.  Inoltre  si  provarono  i 
dializzati  dopo  3  e  dopo  5  giorni  degli  enzimi.  I  risultati  ottenuti 
figurano  nella  seguente  tabella  : 
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Risultati.  —  Da  queste  due  tabelle  rilevasi  quanto  segue: 

1°  Che  non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  nel  dializzato  di 
tripsina  e  pepsina  venisse  conservato  l'enzima  sierolitico  ed  alburno- 
litico  e  venisse  distrutto  invece  il  potere  caseinolitico,  fibrinolitico  e 
glutinolitico. 

Ogni  volta  che  venne  conservato  il  potere  fibrinolitico  e  caseino- 
litico, venne  pure  sempre  conservato  anche  il  glutinolitico. 

2°  Che  dopo  una  dialisi  di  24  ore  e  di  3-5  giorni,  si  potè  dimostrare 
nel  dializzato  di  tripsina  un  terzo  del  potere  glutinolitico,  traccia  del 
potere  fibrinolitico  e  caseinolitico,  e  nessuna  traccia  del  potere  siero- 
litico  ed  albuminolitico. 

3°  Nel  dializzato  della  pepsina  si  potè  dimostrare  traccia  del- 
l'enzima glutinolitico,  ed  in  discreta  quantità  i  poteri  fibrinolitico, 
caseinolitico,  sierolitico  ed  albuminolitico. 

4°  Una  pronunciata  differenza  si  trovò  nei  dializzati  di  pepsina 
con  i  diversi  aoidi.  Infatti,  mentre  nei  dializzati  con  acido  tartarico 
e  acido  lattico  si  poterono  dimostrare  i  quattro  suddetti  poteri  della 
pepsina,  in  quelli  con  acido  cloridrico  si  ebbe  risultato  negativo. 
L'acido  tartarico  e  l'acido  lattico  avrebbero  quindi  favorito  la  dialisi 
della  pepsina. 

XII.  Comportamento  comparativo  dei  diversi  enzimi 
0  poteri  proteolitici  di  fronte  ai  vari  agenti  cfiimici. 

È  possibile  mediante  sostanze  chimiche  distruggere  od  arrestare 
il  potere  albumolitico,  sierolitico,  fibrinolitico  e  non  il  glutinolitico, 
oppure  è  possibile  distruggere  il  potere  albumolitico  o  sierolitico, 
senza  distruggere  il  caseinolitico  ed  il  fibrinolitico  ?  Ossia  è  possibile 
distruggere  gli  enzimi  o  poteri  attivi  sugli  albuminoidi  meno  resi- 
stenti a  conservare  gli  enzimi  o  poteri  attivi  sugli  albuminoidi  più 
resistenti  agli  enzimi  ? 

Già  in  un  mio  vecchio  lavoro  (1)  pubblicai  parecchie  esperienze 
sull'argomento:  ecco  alcuni  dei  risultati  ottenuti: 

1°  L'acido  acetico  1  %  toglie  alla  tripsina  la  proprietà  di  sciogliere 
la  fibrina.  Ciò  avviene  ugualmente,  sia  che  la  tripsina  sia  stata  sot- 
toposta all'azione  dell'acido  acetico  per  48  ore  isolatamente,  sia  che 
si  faccia  agire  la  tripsina  sulla  fibrina  in  presenza  del  detto  acido. 


(1)  Fermi  C.  I  fermenti  peptici  e  diastatici  dei,  microbi.  Giorna'e  della 
R.  Accademia  di  medicina,  1890,  n.  1-2. 
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2°  In  ambedue  i  casi  la  tripsina  conserva  ancora  la  sua  attività 
sulla  gelatina. 

La  tripsina  sottoposta  per  48  ore  all'azione  dell'acido  fenico  al 
5  %  e  dell'acido  salicilico  (soluzione  satura)  non  scioglie  più  la  fibrina, 
ma  sibbene  ancora  la  gelatina. 

3°  L'HCl  5  0/^0,  il  sublimato  1  %,  l'acido  fenico  5  %,  l'acido  salici- 
lico in  soluzione  satura  distruggono  l'azione  del  fermento  del  vibrio 
di  Koch,  del  V.  di  Finkler-Prior,  del  b.  prodigioso,  come  anche 
della  pepsina  (HCl  ed  acido  salicilico  eccettuato)  e  della  tripsina  sulla 
fibrina,  ma  non  per  la  gelatina. 

4°  La  tripsina  lasciata  in  una  soluzione  di  soda  a  50  %  per  24  ore 
agisce  ancora  sulla  fibrina,  invece  dopo  6  giorni  non  la  scioglie  più, 
ma  liquefa  però  ancora  la  gelatina. 

5°  La  tripsina  tenuta  per  6  giorni  nell'acqua  distillata  o  timolata 
scioglie  ancora  la  gelatina,  ma  non  più  la  fibrina. 

6°  Ora  il  fatto  che  i  fermenti,  in  presenza  dei  su  menzionati 
agenti,  non  sciolgono  più  la  fibrina,  ma  ancora  la  gelatina,  potrebbe, 
spiegarsi  così  :  Gli  agenti  chimici  agiscono  sui  fermenti  e  sulla  fibrina, 
sui  primi  indebolendone  razione,  cosicché  questi  sciolgono  ancora  la 
gelatina,  ma  non  più  la  fibrina;  sulla  seconda  rendendola  insolubile 
pei  fermenti. 

Molti  anni  più  tardi  l'Hattori  confermò  le  mie  ricerche  dimostrando 
che  coi  cloruri  di  sodio,  di  ammonio  e  di  bromo  si  può  paralizzare 
il  potere  albumolitico  lasciando  intatto  il  glutinolitico. 

L'autore  per  altro  spiega  erroneamente  il  fatto  ammettendo  l'esi- 
stenza di  una  glutinasi  specifica. 

Prescindendo  che  l'autore  non  si  è  assicurato  se  i  detti  sali  au- 
mentino piuttosto  la  resistenza  dell'albume  e  diminuiscano  quella 
della  gelatina,  il  fenomeno  si  spiega  benissimo,  ammettendo,  come 
ho  fatto  io,  che  i  sali  in  discorso  attenuino  soltanto  la  tripsina,  come 
fanno  tanti  altri  agenti  fisico-chimici,  cosi  da  togliere  all'enzima  il 
potere  albumolitico  conservandogli  il  gelatinolitico. 

Come  dimostrai  ripetutamente  in  questo  lavoro  ed  in  altri,  atte- 
nuando la  tripsina  sia  col  calore,  che  con  numerose  sostanze  chi- 
miche si  può  togliere  alla  medesima  il  potere  fibrinolitico,  caseino- 
litico  e  sierolitico  e  conservarle  il  gelatinolitico,  come  pure  mediante 
il  riscaldamento  si  può  togliere  alla  pepsina  il  potere  sierolitico  e 
caseinolitico  conservando  alla  stessa  il  fibrinolitico,  ma  non  mai  il 
contrario. 

Per  dimostrare  il  suo  asserto  Hattori  avrebbe  dovuto  togliere  alla 


589 

tripsina  il  potere  albumolitico  e  conservare  alla  medesima  il  gelati- 
nolitico  ed  il  fibrinolitico. 

Le  nuove  esperienze  vennero  istituite  sulla  tripsina,  sulla  pepsina, 
sulla  papaina  e  sugli  enzimi  batterici , 

I.  Esperienze  sulla  tripsina  e  pepsina. 

In  4  provette  contenenti  5  cmc.  di  tripsina  ed  in  altre  4  conte- 
nenti pepsina  al  3  °  ooi  '^i  aggiunsero  5  cmc.  delle  soluzioni  dei  diversi 
acidi  e  sali  più  sotto  nominati  e  poscia  si  dispose  delle  medesime 
nel  modo  seguente: 

a)  una  si  espose  alla  luce  e  all'azione  calorifica  diretta  del  sole 
(temperatura  massima  al  termometro  nero  dell'actinometro  54°-56°  C); 

6)  un'altra  si  espose  alla  luce  solare  in  modo  che  la  tempera- 
tura al  termometro  ordinario  non  oltrepassasse  i  37°  C.  (temperatura 
massima  al  termometro  nero  =  47°  circa); 

c)  una  terza  si  pose  all'oscuro  nella  stufa  con  una  temperatura 
di  42°  C.  ; 

d)  e  la  quarta  si  conservò  pure  all'oscuro,  ma  alla  temperatura 
ambiente  (25°-28°  C). 

Dopo  10  giorni,  nel  qual  tempo  le  prove  esposte  rimasero  per 
circa  50  ore  all'azione  solare,  provata  nel  modo  solito  tanto  l'atti- 
vità della  tripsina,  che  quella  della  pepsina,  si  ottennero  i  seguenti 
risultati  : 
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Da  questa  tabella  si  rileva  quanto  segue  : 

a)  Risultati  principali  : 

1°  Non  avvenne  mai  che  la  tripsina  in  presenza  delle  varie 
sostanze  chimiche  ed  in  presenza  o  no  della  luce  fosse  attiva  sulla 
fibrina  e  non  sulla  gelatina. 

2"  Non  avvenne  mai  ohe  la  pepsir.a  in  presenza  degli  acidi 
fosforico,  lattico,  tartarico,  acetico  fosse  attiva  sulla  fibrina  e  non 
sulla  gelatina,  cioè  che  si  fosse  distrutto  il  potere  gelatinolitico  e 
conservato  il  fibrinolitico.  Soltanto  in  presenza  dell'acido  cloridrico, 
propionico,  butirrico  e  valerianico  si  ebbe  digestione  della  fibrina  e 
non  della  gelatina,  ma  ciò  non  dimostra  l'assenza  del  potere  gluti- 
nolitico  della  pepsina  in  detti  casi,  ma  solo  che  la  gelatina  non  viene 
digerita  in  presenza  di  detti  acidi;  infatti  neutralizzando  i  medesimi 
e  sostituendoli  con  qualcuno  degli  altri  la  gelatina  venne  fluidificata. 

b)  Risultati  secondari  : 

3°  Ij'attenuazione  della  tripsina  fu  naturalmente  più  forte  in 
presenza,  degli  acidi  che  del  carbonato  e  del  cloruro  sodico. 

4°  Tra  gli  acidi  il  cloridrico,  il  fosforico,  il  lattico,  l'ossalico 
ed  il  tartarico  esercitarono  un'azione  attenuante  sulla  tripsina  molto 
pili  forte  che  non  facessero  il  propionico,  l'acetico,  il  butirrico  e  spe- 
cialmente il  valerianico. 

5°  Tra  i  sali  il  cloruro  sodico  conservò  meglio  l'attività  della 
tripsina,  che  non  facesse  il  carbonato  sodico. 

6°  Nell'acqua  la  tripsina  si  attenuò  molto  più  che  in  presenza 
dei  due  sali  sopramenzionati  e  fors'anche  dell'acido  butirrico  e  dell'a- 
cido valerianico. 

7°  La  pepsina  perdè  molto  più  prestamente  il  suo  potere  pro- 
teolitico  sulla  gelatina  e  sulla  fibrina  sottoposta  all'acido  cloridrico  e 
forse  anche  al  valerianico,  che  non  al  fosforico,  al  tartarico,  al  lat- 
tico ed  all'acetico. 

8°  La  pepsina  sottoposta  all'azione  dell'acido  ossalico  ed  in 
presenza  del  medesimo  esplicò  sulla  gelatina  una  energia  fluidifi- 
cante maggiore  che  in  presenza  degli  altri  acidi.  Il  contrario  si 
avverò  nella  sua  azione  sulla  fibrina,  perchè  in  presenza  di  questo 
acido  non  la  sciolse  quasi  aft'atto. 

9°  Mentre  la  pepsina  sottoposta  all'acido  cloridrico,  propionico, 
butirrico  e  valerianico  si  mostrò  inattiva  sulla  gelatina,  conservò  in- 
vece ancora  la  sua  attività  sulla  fibrina  anche  se  esposta  alla  luce 
solare  diretta. 

10°  Naturalmente  l'attenuazione  dei  due  enzimi  fu  maggiore 
alla  luce  solare  ed  a  temperatura  più  alta. 
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II.  Esperieuze  sulla  trip«iìDa  e  papaina. 

Metodo  di  ricerca.  —  a)  Gelatina.  In  tubetti  contenenti  1  cmc.  di 
gelatina  al  7  %  fenicata  all'I  %  si  versò  0.5  cmc,  dei  vari  enzimi 
e  0 . 5  cmc.  delle  soluzioni  delle  varie  sostanze  e  poscia  si  misero  le 
provette  nel  termostato.  Dopo  48  ore  si  posero  i  tubi  a  raffreddare 
e  si  osservò  se  la  gelatina  ha  solidificato  o  no. 

h)  Fibrina.  In  provette  contenenti  5  cmc.  di  soluzione  dei  vari 
enzimi  diluita  a  parti  eguali  coi  vari  acidi  nelle  sottostanti  concen- 
trazioni, si  pose  un  fiocchetto  di  fibrina  e  si  collocano  le  provette 
nel  termostato. 

Le  prove  di  controllo  non  vennero  tralasciate. 

Acido  solfidrico.  —  In  provette  contenenti  5  cmc.  di  soluzione  dei 
vari  enzimi  diluita  a  parti  eguali  con  acido  fenico  al  2  %  si  fe  paces- 
sare  una  corrente  di  IPS.  Ciò  fatto  si  provò  l'attività  dei  vari  en- 
zimi sulla  gelatina  solida  e  sulla  fibrina  e  se  ne  raccolsero  dopo  5 
giorni  i  risultati. 

I  risultati  ottenuti  da  tutte  queste  esperienze  figurano  nella  sot- 
tostante tabella.  I  numeri  nelle  varie  colonne  della  gelatina  indicano 
il  numero  di  mra.  di  gelatina  sciolta.  Il  segno  +  indica  attività,  il 
segno  attivissimo,  il  segno  —  poco  attivo,  ed  il  segno  0  inattivo. 


Tripsina 

Papaina 

Gelatina 
liquida 

Fibrina 

Gelatina 
liquida 

Fibrina 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+1 

9  mra. 
10  mm. 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

+1 
+1 
+1 

+ 
+ 
+ 
+ 
1 

+ 
+ 

+ 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

+ 

Conclusione.  —  Da  questa  tabella  se  ne  conclude: 
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XIII.  —  Sull'azione  fluidificante  di  varie  sostanze  chimiche  sulia 
gelatina,  sulla  fibrina,  sulla  caseina,  sul  siero  e  sull'albume 
solidi. 

La  minor  diffusione  in  natura  dei  poteri  albumolitico  e  «ierolitico 
in  confronto  dei  poteri  iibrinolitico,  glutinolitico,  ecc.,  non  dipende 
affatto  da  maggior  diffusione  di  detti  poteri,  ma  sibbene  dalla 
maggior  resistenza  dell'albume  e  del  siero  rispetto  agli  altri  albumi- 
noidi;  infatti  i  5  albuminoidi  presentano  lo  stesso  ordine  nella  flui- 
dificazione anche  verso  i  vari  agenti  chimici  fluidificanti  (acidi, 
sali,  ecc.). 

Quantunque  la  letteratura  sia  ricchissima  sul  comportamento  dei 
vari  albuminoidi  verso  le  diverse  sostanze  chimiche,  tuttavia  man- 
cava una  ricerca  comparativa  in  proposito  sopra  i  cinque  albumi- 
noidi istituita  nelle  identiche  condizioni  delle  esperienze  istituite 
colle  proteosi. 

Per  tentare  di  spiegare  il  vario  comportamento  delle  proteasi  verso 
i  vari  albuminoidi  e  precisamente  per  decidere  se  la  maggiore  o  mi- 
nore digeribilità  (solubilità)  dipenda  dalla  varia  resistenza  dei  mede- 
simi e  se  i  vari  albuminoidi  occupano  nella  scala  della  resistenza  lo 
stesso  posto  verso  le  proteasi  che  occupano  verso  le  varie  sostanze 
chimiche;  e  sia  infine  per  decidere  se  le  sostanze  chimiche  favoriscano 
la  proteolisi  attivando  le  proteasi  o  diminuendo  la  resistenza  degli 
albuminoidi,  istituii  la  seguente  ricerca. 

Metodo  di  ricerca.  —  In  provetto,  contenenti  dadi  dei  vari  albumi- 
noidi, si  versarono  10  cmc.  delle  varie  soluzioni  di  sostanze  chimiche, 
si  tennero  alla  temperatura  di  20"  C.  e  se  ne  segnarono  man  mano  i 
risultati,  i  quali  figurano  nella  seguente  tabella  (1): 


(1)  Gli  ultimi  8  sali  vennero  provati  coll'aggiunta  di  antisettici  (aciilo 
fenico  1  %-timo!o  2%)  per  evitare  lo  sviluppo  di  germi,  che,  come  di- 
mostrarono chiaramente  i  controlli,  avrebbero  fluidificato  gli  albuminoidi 
e  tratto  in  errore. 
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Sostanze  chimiche 
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Ac.  lattico 


10  » 

20  t> 

50  ^ 

25  > 

50  K 


f  75 


(  ilo  » 

Ac.  formico  .  .  /  50  » 
(75  » 

Ac.  ossalico  sol.  satura. 
Ac.  acetico. 


% 

ho 

Ir. 

» 

i  ^2 

Potassa  caustica  \  1 


lì  Vi* 
'  25  > 
I  50  » 


Ammoniaca 


cono. 

Solfato  di  soda.  sol.  sat. 
Solfato  d'ammonio  »  » 


dopo 

+    +    (2  t/s  ore) 


dopo 


++ 

+++ 

+ 

+ 

>  * 

+ 

0  ì 

+ 

[orni 

++ 

SD 

+++ 

I" 

0  0 
0  0 

++ 
+ 
++ 
•++ 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

+ 

0 
0 
0 
0 

+  +  5  giorni 
+    +    5  giorni 


++ 

+ 

++ 

)  o 

+++ 

0 

0 

0 

0 

0 

a 

0 

M 

>  2 

'3 

+ 

0 

0 

0 

0 

Nitrato  di  potassa  > 

+ 

+ 

Nitrato  di  stronzio  f 

» 

0 

0 

Lattato  di  stronzio  » 

0 

0  ? 

Ossalato  di  stronzio  > 

> 

0 

0 

Acetato  di  stronzio  » 

0 

0 

Nitrato  di  calcio  » 

0 

0 

Ossalato  di  calcio  » 

0 

0 

Lattato  di  calcio  » 

0 

0 

Acetato  di  calcio  » 

0 

0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 


0  0 

+  + 

+  +  48  ore 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0 

0  0 
0   0  ? 

+  ? 

0  0 


dopo 


0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

-  + 


\  n 


0  0 
0  0 
0  + 

-A 

0  0  ì 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+  +  j 

+  +  \ 

+  +  4  ore 
+  +  /  £ 
+  +13 
+  +2i  ore 
+  +  7  g. 
0  0 
0  0 


0 
0 

0  ? 
0 
0 
0 

0   0  ? 
0  0 
0  0 


'1 


dopo 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

—  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

+  +  48  ore 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 


lì 


il 

\  a 


0  0 
0  0 
0  0 


595 


Risultati.  — ■  Dalla  precedente  tabella  rilevasi  quanto  segue: 
P  Che  l'ordine  di  flaidificabilità  dei  5  albuminoidi  verso  le  varie 
sostanze  chimiche,  dedotto  dal  numero  totale  di  sostanze  chimiche 
dalle  quali  un  dato  albuminoide  venne  fluidificato,  fu  il  seguente: 

1°  Gelatina  fluidificata  da  19  sostanze 

2°  Fibrina  »  »     8  » 

3°  Caseina  »  »  9  » 

4°  Siero  »  >>  5  » 

5°  Albume  »  >>  6  » 

Come  si  vede  quindi  la  gelatina  è  stata  anche  verso  semphoi 
sostanze  chimiche  ed  in  assenza  di  proteasi,  l'albuminoide  più  fluidi- 
ficabile;  la  fibrina  e  la  caseina  più  fluidificabile  del  siero  e  del- 
l'albume, i  quali  due  ultimi  mostrarono  presso  a  poco  la  stessa  flui- 
dificabilità. 

2°  Ecco  precisamente  le  varie  sostanze  fiuidificanti  per  ogni  sin^ 
gelo  albuminoide. 

Gelatina.  —  Acido  cloridrico  (50  %  in  2  ore),  acido  solforico  (25  % 

2  minuti),  acido  nitrico  (50%  in  2  giorni),  acido  lattico  (75%,  5  giorni), 
acido  formico  (25  %,  1  ora),  potassa  caustica  (1  14  %.  4  giorni). 
L'acido  ossalico  ed  acetico,  l'ammoniaca  e  gli  otto  ultimi  sali  furono 
senza  azione. 

Fibrina.  —  Acido  solforico  (50%,  20  ore  e  75%,  1  minuto),  acido 
nitrico  (50%,  7  giorni),  potassa  caustica  (1^2  %>  ore  più  attivo 
che  sulla  gelatina). 

Caseina.  —  Acido  solforico  75  %,  20  ore)  :  più  resistente  degli  altri 

3  albuminoidi.  Acido  lattico  (25-50  %,  3  giorni:  più  attivo  per  la 
caseina  che  l'acido  solforico  e  nitrico).  Acido  formico  (50  %,  24  ore) 
Potassa  caustica  (%  %,  2  giorni  -  1  4  ore:  più  attivi  sulla  ca- 
seina che  sulla  gelatina).  Ammoniaca  (25-50%,  12  ore,  75%,  24  ore, 
concentrato,  7  giorni). 

Siero.  —  Soltanto  la  potassa  caustica  (1      %'  ore). 

Albume.  —  L'acido  solforico  20  ore  (più  attivo  del  siero),  la  po- 
tassa caustica  (1  14)  48  ore. 

Delle  20  sostanze  solo  l'acido  formico,  l'acido  ossalico  e  gli  otto 
ultimi  sali  si  mostrarono  inattivi. 

Secondo  il  grado  di  attività,  dedotto  dal  numero  degli  albumi- 
noidi sui  quali  le  sostanze  si  mostrarono  attive,  dal  grado  della  con- 
centrazione della  soluzione  e  dal  tempo,  le  varie  sostanze  prendono 
l'ordine  seguente. 


596 


a)  Concentrazione 
minima 

6)  Tempo  minimo 
d'azione 

ci  Numero 
degli  albuminoidi 

fluidificati 

l" 

Potassa  '/o  %  

1" 

Acido  solforico  2'  

10 

Potassa  5. 

20 

Ammoniaca  25  %  

2" 

Acido  formico  Ih.    .  .  . 

00 

Acido  solforico  3 

30 

Acido  solforico  25  %  .  .  . 

30 

Acido  lattico  3  li  

3» 

Acido  lattico  2. 

40 

Acido  nitrico  25  %  ...  . 

40 

Ossalato  di  calcio  Ih.   .  . 

40 
5» 

Acido  formico  2. 
Acido  cloridrico  ]. 

5» 

Acido  cloridrico  25  %  .  .  . 

50 

Ammoniaca  12  h  

6» 

Acido  nitrico  1. 

6") 

Acido  formico  52  %  ...  . 

6" 

Acido  nitrico  2  giorni   .  . 

70 

Ammoniaca  1. 

70 

Acido  lattico  75  %  .... 

70 

Aei'lo  lattico  3  giorni.  .  . 

8» 

Nitrato  di  stronzio  1. 

Che  nessuno  dei  due  enzimi  sottoposti  all'acido  cloridrico,  nitrico, 
acetico,  ed  a!  gas  acido  solfìdrico  ha  mai  presentato  il  caso  di  con- 
servare la  sua  attività  sulla  fibrina  e  di  perdere  quella  sulla  gelatina, 
cioè  che  fosse  distrutto  l'enzima  gelatinolitico  e  non  il  fibrinolitico. 
La  distruzione  dell'attività  glutinolitica  portò  sempre  con  sè  anche 
la  distruzione  dell'attività  fibrinolitica. 

Non  è  il  caso  di  avanzare  l'ipotesi  che  l'enzima  o  potere  fibrino- 
litico, sierolitico,  aìbumolitico  siano  meno  resistenti  del  gelatinolitico, 
perchè  nessun  fatto  parla  in  favore  di  ciò  e  moltissimi  contro. 

Sull'azione  favoreggiante  e  inibente  di  vari  sali  sulla  tripsina. 

Metodo  di  ricerca.  —  In  provette  contenenti  5  cmc.  di  trinsina 
3  %  in  acido  fenico  17  +  soda  al  5  %  e  dadi  dei  4  solidi  albumi- 
noidi si  versarono  4  dosi  diverse  dei  sali  sottosegnati  e  si  posero  le 
provette  a  35'^  C.  Dopo  10  giorni  si  raccolsero  i  risultati  che  figurano 
nella  seguente  tabella  : 


597 


Soluzione  3  % 
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Ossalato       »  .... 

Acetato        »  .... 
Controlli  

598 


Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 

1°  Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  la  tripsina  in  presenza  degli 
8  sali  sopranominati  esplicasse  un'azione  albumolitica  o  sierolitica  e 
non  fibrimolitica  o  caseinolitica  e  tanto  meno  che  essendo  dotata  di 
qualcuno  di  questi  poteri  mancasse  del  potere  glutioolitico. 

2°  Secondo  l'azione  favnreggiante  sulla  tripsina  i  vari  sali  si  pos- 
sono disporre  come  segue,  principiando  dal  più  favoreggiante. 

1.  Lattato  di  stronzio. 

2.  Acetato  di  calcio. 

3.  Lattato  di  calcio. 

4.  Ossalato  di  calcio. 

5.  Ossalato  di  stronzio. 

6.  Nitrato  di  calcio. 

7.  Nitrato  di  stronzio. 
Acetato  di  stronzio. 

Un'azione  veramente  favoreggiante  sarebbe  stata  esplicata  dai 
primi  5  sali  perchè  in  presenza  dei  medesimi  la  tripsina  è  stata  più 
attiva  che  nei  controlli,  mentre  un'azione  inibente  venne  esercitata 
dal  nitrato  e  specialmente  dall'acetato  di  stronzio,  in  presenza  del 
quale  la  tripsina  si  mostrò  completamente  inattiva. 

3°  Il  peptone  (reazione  del  biureto)  venne  dimostrato  in  tutti  i 
casi  tranne  naturalmente  che  in  presenza  degli  ultimi  2  sali  che  ini- 
birono Fazione  della  tripsina. 

III.  Esperienze  sulla  pepsina. 

Scelsi  all'uopo  quelle  sostanze  che,  tra  molte  altre  da  me  provate 
in  precedenti  ricerche,  si  mostrarono  le  più  adatte  e  che  figurano  nella 
sottostante  tabella. 

Esperienza  I.  Metodo  di  ricerca.  —  In  provette  contenenti  2  cmc. 
di  soluzione  di  pepsina  1  %  si  aggiunsero  2  cmc.  delle  varie  sostanze 
chimiche  sottonominate. 

Dopo  48  ore  si  diluì  (per  eliminare  l'azione  inibente  delle  so- 
stanze) (1)  il  contenuto  delle  provette  all'I  :  1000-5000-10,000  con 


(1)  Che  ciò  fosse  indispensabile  lo  si  vede  chiaramente  osservando  la 
tabella;  infatti  la  pepsina  con  acetato  di  piombo  è  inattiva  all'I  °/oo  e  di- 
venta attiva  all' 1:5000,  perchè  alla  diluizione  della  pepsina  ne  susseguì 
anche  quella  dell'acetato  di  piombo,  che  nella  concentrazione  di  prima  ne 
arrestava  l'azione. 
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acido  cloridrico  al  2  %o  (1)  e  poscia  si  provarono  le  tre  soluzioni  di 
pepsina  sui  5  soliti  albuminoidi. 

I  risultati  ottenuti  dopo  10  giorni  figurano  nella  seguente  ta- 
bella. 


fi)  Le  soluzioni  alcaline  (carbonato  sodico,  ammoniaca)  si  neutralizza- 
rono, avanti  di  diluirle,  con  acido  tartarico. 


1 
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Diluizione  1 :  1C,000 

+       °ooo       +       +       o       +  + 
+      +      °°<=       +      o.'=       +  + 

+          +          +          00           +          +          0           +  + 

+       +       oO        °        +       o<=        +  1 

+     '+    00    +    +    +    +  + 
+    ^    +    °°'    +    +    +    +  + 

+          +          +          +          0           +          +          +          +  + 

+    +    +    +    °     +    +    +    +  + 

0000000000 

'^OOOOOtOoOO 

QfTtnn  ITT" 

0 

0 
0 

IO 

a 

0 

S 

+      0       0       0       0       +  4-0°° 

^0           0           0           0  _|-o°°° 

+       0        0        0        0        +       +       0        +  0 

_|_0000^o0_|_0 

+    +    000     +    +    +    +  + 
+    +    +    °°    +    +    +    +  + 

+    +    +    +    +    +    +    +    +  + 

+          +          +          0           +          +          +          +          +  + 

cooooooooo 
0000000000 

0 

0 
c? 

iH 

§ 

N 
_3 

(5 

+        0000        +        00        +  + 

-(-ocoo_j,oo_j_  1 

+          00           +          +          +          +          0           +  + 

+      °°o       +      +      +      °       +  + 

+       -+C.           +          +          +          +          0           +  + 

+    +    +    0     +    +    +    ='     +  + 

+       +       t       +       +       +       +       o       +  + 
+       +       _[o       +       +       +       ='       +  + 

0000000000 
00        j  0000000 

Sostanze 

1 

Controllo. 

Acetato  di  rame  -  Solazione  satura 
Acetato  di  piombo  10  %  ...  . 
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Risultato.  —  Da  questa  tabella  si  rileva: 

1°  Che  nessuna  delle  varie  sostanze  chimiche  provate  è  stata 
capace  di  distruggere  o  di  indebolire  il  potere  fibrinoiitico  o  caseino- 
litico  della  pepsina  conservando  intatto  l'albumolitico  od  il  sierolitico. 
Per  la  sola  gelatina  si  ebbe  la  consueta  eccezione,  che  abbiamo  già 
altrove  spiegato,  eccezione  che  non  ha  alcun  valore  inquantochè  an- 
che nel  controllo  la  gelatina  ha  dato  risultato  negativo. 

2°  Le  sostanze  che  hanno  messo  in  evidenza  le  maggiori  diffe- 
renze, sono  state  gli  alcali  (carbonato  sodico  al  20-50  %,  ammoniaca 
al  5-20%,  acetato  di  piombo  al  10  %). 

Esperienza  II.  Sull'azione  glutinolitica,  fibrinolitica,  caseinolitica, 
sierolitica,  albumolitica  della  pepsina  in  presenza  di  vari  acidi.  — • 
Se  la  pepsina  fosse  stata  un  miscuglio  di  tanti  enzimi  peptici  quante 
sono  le  varie  sostanze  albuminoidi  sulle  quali  esercita  la  sua  azione, 
poteva  darsi  che  qualcuno  di  questi  supposti  enzimi  fosse  attivo  con 
una  sorta  di  acidi  e  qualche  altro  con  un'altra  sorta.  Poteva  darsi, 
per  esempio,  che  l'enzima  albumolitico  o  sierolitico  fosse  attivo  con 
l'acido  cloridrico  (in  data  concentrazione)  e  che  gli  enzimi  fìbrinoli- 
tici  e  caseinolitici  fossero  attivi  soltanto  con  l'acido  ossalico  o  col  lat- 
tico o  col  tartarico  e  via  dicendo. 

Per  decidere  la  questione  istituii  l'esperienza  seguente  : 

Metodo  di  ricerca.  —  Soluzioni  di  pepsina  all' I  :  500-1000-5000- 
10,000-20,000  preparate  ciascuna  con  4  degli  acidi  sottonominati  si 
provarono  more  solito  sui  cinque  albuminoidi:  si  distribuirono  all'uopo 
le  soluzioni  in  provette  (10  cmc.  per  ciascuna)  e  si  aggiunsero  alle 
medesime  fiocchi  di  fibrina,  dadi  di  caseina,  siero  ed  albume  coagu- 
lati. Le  prove  si  fecero  pure  sempre  in  duplice  o  triplice  esemplare. 

Le  provette  si  posero  a  37"  ed  i  tubetti  con  gelatina  a  20°.  I  ri- 
sultati raccolti  dopo  15  giorni  per  la  gelatina  e  dopo  4-8  giorni  per 
gli  altri  quattro  albuminoidi  figurano  nella  seguente  tabella: 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 

1°  Non  si  è  mai  osservato  il  caso  che  la  pepsina  in  presenza  di 
qualcuno  dei  4  acidi  provati  si  dimostrasse  dotata  di  potere  albu- 
minolitico  o  sierolitico,  ma  non  fibrinolitico  o  caseinolitico. 

2°  Eccezione,  come  al  solito,  fece  la  gelatina,  la  quale  ai  com- 
porta in  modo  speciale  verso  la  pepsina  e  verso  gli  acidi.  L'acido 
cloridrico  infatti,  come  dimostrai  altra  volta,  fu  il  meno  favorevole 
e  l'acido  ossalico  il  più  favorevole  all'azione  glutinolitica  della 
pepsina. 

3"  Concludendo,  quindi,  anche  i  risultati  di  questa  esperienza 
parlano,  d'accordo  con  i  risultati  di  tutte  le  precedenti,  contro  la  spe- 
cificità degli  enzimi  proteolitici. 

V.  —  Enzimi  proteolitici  microbici. 

1"  Microrganismi  in  cultura  imra  e  combinali. 

Metodo  di  ricerca.  —  a)  Gelatina.  —  In  tubetti  contenenti  ]  cmc. 
di  gelatina  al  7  %,  fenicata  all'I  %  si  ver.^a  0.5  cmc.  delle  soluzioni 
dei  vari  enzimi  e  0.5  cmc.  delle  soluzioni  delle  varie  sostanze  e  po- 
scia si  pongono  a  37°  C.  Dopo  -IS  ore  si  pongono  i  tubi  a  raffreddarti 
e  si  osserva  se  la  gelatina  solidificò  o  no. 

b)  Fibrina.  —  In  provette  contenenti  2.5  cmc.  di  soluzioni  dei 
vari  enzimi  più  2.5  cmc.  delle  soluzioni  delle  varie  sostanze,  si  pone 
1  fiocchetto  di  fibrina  e  si  pongono  a  37°  C. 

Acido  solfidrico.  —  In  provette  contenenti  5  cmc.  delle  soluzioni 
enzimatiche  suddette,  si  fa  passare  una  corrente  di  gas  acido  solfi- 
drico per  mezz'ora  e  poscia  si  prova  l'attività  dei  vari  enzimi  come 
sopra.  I  risultati  ottenuti  figurano  nella  seguente  tabella. 
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Enzimi  proteolitici 

Acido 
cloridrico 

Acido 
nitrico 

Acido 
lattico 

Acic 
mali 

Gelatina 

Fibrina 

Gelatina 

Fibrina 

Gelatina 

Fibrina 

Gelatina 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

+ 

0 

+  ? 

0 

? 

+ 

0 

0 

0 

0 

B.  anthricis  sympthomatici 

+ 

0 

+ 

0 

0 

+ 

0 

+ 

0 

0 
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+ 
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0 
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0 

+ 

0 

+ 

0 

J 
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+ 

0 

5 
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+ 

0 

0 

0 

+ 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

Miscela  di  germi  del'a  putrefazione 

I 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

Id. 

II 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

Id. 

III 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

Id. 

IV 

+ 

0 

0 

+ 

0 

+ 

Id. 

V 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

Id. 

VI 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

Id. 

VII 

+ 

0 

+ 

0 

+ 

0 

+ 
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0 

ioo 
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a)  BisuUati  'principali.  —  1"  Che  nessuQO  dei  17  enzimi  micro- 
bici sott^oposti  all'azione  deiracido  cloridrico,  nitrico,  lattico,  malico, 
butirrico,  formico,  citrico,  acetico  ed  al  gas  acido  solfidrico,  ha  mai 
perduto  il  potere  glutinólitico,  conservando  il  fìbrinolitico.  Colla  di- 
struzione del  fìbrinolitico  è  sempre  avvenuta  anche  quella  del  gluti- 
nólitico. 

Quindi  anche  queste  esperienze  parlano  contro  alla  monovalenza 
o  specificità  degli  ecto-enzimi  proteolitici. 

b)  Risultati  secondari.  —  1°  L'enzima  proteolitico  del  bacillo 
prodigioso,  bacillo  piocianeo,  bacillo  sottile,  vibrio  Finkler-Prior,  vi- 
bri© Milleri,  si  mostrò  dotato  di  potere  glutinólitico  in  presenza  di 
tutti  gli  acidi  provati  ad  eccezione  del  solforico. 

2°  Quello  del  bacillo  del  carbonchio,  rimase  inattivo  soltanto  in 
presenza  dell'acido  solforico,  nitrico  e  citrico. 

3°  Quello  del  bacillo  del  tetano  invece  si  mostrò  dotato  di  potere 
glutinólitico  soltanto  in  presenza  di  acido  butirrico,  citrico  ed  acetico. 

4°  Quello  del  vibrione  del  colera  agì  soltanto  in  presenza  di  acido 
cloridrico  e  di  acido  acetico  ed  il  vibrio  tirogene  solo  in  presenza 
dell'acido  acetico. 

5°  L'acido  cloridrico,  acetico,  lattico,  butirrico,  formico  e  malico 
furono  i  meno  dannosi,  mentre  il  solforico  ed  il  nitrico  furono  quelli 
che  danneggiarono  di  più  l'enzima.  Mentre  in  presenza  dell'acido  ace- 
tico tutti  gli  enzimi  fluidificarono  la  gelatina,  in  presenza  dell'acido 
solforico  invece  si  mostrarono  tutti  quanti  inattivi. 

6°  L'enzima  del  bacillo  prodigioso  fu  il  meno  danneggiato  e  quello 
del  tirogene  il  più  di  tutti. 

7°  L'azione  dannosa  dei  vari  acidi  fu  maggiore  nelle  prove  alle- 
stite con  gelatina  sodica  che  in  quelle  con  gelatina  liquida. 

2.  Miscela  di  microrganismi  della  putrefazione. 

Metodo  di  ricerca.  —  Si  prepararono  come  al  solito  provette  di 
brodo  diluito  e  si  innestarono  con  la  flora  microbica  i  26  campioni 
diversi  di  liquidi  putridi,  di  terreni  inquinati,  ecc.  che  per  brevità 
segnerò  nella  tabella  solo  con  numeri.  Si  posero  le  provette  a  37°  e 
dopo  10  giorni  si  pose  in  ciascuna  delle  medesime  un  fiocchetto  di 
fibrina  ed  un  dado  di  caseina,  siero  ed  albume  coagulati.  Dopo  avere 
dalle  stesse  provette  allestito  i  tubetti,  come  di  consueto,  si  versò, 
tanto  nelle  provette  che  nei  tubetti,  toluolo  (2  cmc.  nelle  provette 
e  0.5  nei  tubetti),  timoìo  al  2%o,  acido  fenico  al  1  %.  Ciò  fatto  si 
posero  le  provette  a  37"  e  i  tubetti  a  20°.  Si  ripetè  la  prova  3  volte 
allestendo  di  ogni  prova  5  provette  e  5  tubetti. 

Dopo  10  giorni  si  segnò  il  risultato  nella  seguente  tabella. 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  risulta  : 

P  Che  non  è  mai  avvenuto  che  alcuna  delle  26  brodo -culture 
miste  trattate  con  toluolo,  timolo,  acido  fenico  2  avesse  conser- 
vato il  potere  albumolitico,  o  sierolitico.  o  caseinolitico,  o  fibrino- 
litico,  ma  non  il  glutinolitico. 

Oppure  che  avessero  conservato  il  potere  albumolitico  o  sierohtico, 
ma  non  il  caseinolitico  o  il  fibrinohtico. 

2°  Che  tutte  le  culture  non  dotate  di  potere  glutinolitico  furono 
pure  costantemente  prive  di  potere  albamohtico,  fibrinolitico,  ecc. 

3°  Che  tutti  i  liquidi  privi  di  potere  fibrinolitico  e  caseinohtico 
furono  pure  sempre  privi  di  potere  sierolitico  od  albumolitico. 

4°  Anche  tutti  questi  risultati  tendono  a  confermare  l'ipotesi 
che  le  varie  attività  proteolitiche  siano  coacentrate  in  uno  stesso 
enzima. 

XIV.  —  Suir  azione  inibente  di  varie  sostanze  chimiche  sulla 
produzione  e  secrezione  delle  proteasi  microbiche. 

Se  ai  vari  poteri  proteolitici  corrispondessero  altrettanti  enzimi 
speciali  non  sarebbe  impossibile  che  mediante  qualche  agente  fisico- 
chimico si  potesse  arrestare  la  produzione  e  la  secrezione  degli  uni 
e  favorire  quella  degli  altri. 

Per  lo  studio  di  un  tale  problema  si  prestarono  specialmente  i 
microrganismi.  Gli  agenti  inibitori  vennero  ricercati  naturalmente  tra 
le  sostanze  più  innocue  o  meno  dannose  allo  sviluppo  dei  microrga- 
nismi in  esperimento. 

L'azione  dell'acido  fenico,  che  secondo  Chantemesse  e  Vidal  (1)  e 
Wood  (2)  possiederebbe  un'azione  inibente  del  potere  fluidificante  del 
vibrione  del  colera  e  di  altri  germi,  è  assolutamente  da  scartare,  perchè, 
come  ho  già  dimostrato,  l'azione  inibente  di  queste  sostanze  è  dovuta 
all'ostacolato  sviluppo  dei  germi. 

Lo  stesso  dicasi,  secondo  mie  esperienze  (3),  dell'  acido  salicilico, 
ossalico,  butirrico,  malico,  del  carbonato  di  soda  e  della  soda  caustica 
da  me  provate,  imperocché  il  potere  inibente  di  queste  sostanze  fu 
sempre  legato  ad  un  arresto  di  sviluppo. 

Sperimentai  pure  l'azione  di  varie  temperature  inferiori  o  superiori 


(1)  Chantemesse  e  Vidal.  Gazette  hebdomadaire,  1887,  p.  196. 

(2)  G.  WooD,  HuEPPE,  Bacterienforachung ,  1889,  299. 

(3)  Fermi  C.  Arch.  f.  Hygiene,  voi.  X,  fase.  1,  pag.  35, 
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all'ottimo  di  sviluppo  del  microrganismo  in  esame,  ma  sempre  con 
risultato  uguale  ai  precedenti. 

Passai  allora  a  provare  alcuni  alcaloidi  e  venni  alle  conclusioni 
seguenti: 

1°  In  presenza  del  0.5%  di  antipirina  o  di  chinina  o  di  stricnina 
il  b.  prodigioso  ed  il  b.  piocianeo,  quantunque  si  sviluppassero  rigoglio- 
samente, non  produssero  in  brodo  enzima  proteolitico  o  soltanto  in 
minime  tracce. 

2°  In  presenza  del  0,5  %  di  antipirina,  di  chinina  o  di  stricnina 
il  b.  piocianeo  anche  dopo  4  giorni  non  aveva  prodotto  traccia  di 
fluidificazione  della  gelatina. 

Quantunque  avessi  con  gli  alcaloidi  ottenuto  qualche  discreto  risul- 
tato volli  tuttavia  cercare  qualche  altra  sostanza  meno  dannosa  per 
i  microrganismi. 

Studiai  all'uopo  la  produzione  di  enzimi  proteoìitici  dei  microrga- 
nismi sui  vari  substrati  venendo  alle  seguenti  conclusioni: 

1°  Quasi  tutti  i  microrganismi  glutinolitici  producono  il  loro  en- 
zima non  soltanto  sulla  gelatina,  ma  anche  (quantunque  con  minore 
intensità)  sopra  substrati  pei  quali  l'enzima  sarebbe  inutile,  quali  l'agar, 
il  brodo  e  persino  sull'albumina  già  sciolta  e  peptonizzata  (peptone) 
e  qualcuno  anche  sopra  substrati  completamente  privi  di  albumina, 
costituiti  esclusivamente  da  sali  d'ammonio,  sali  minerali  e  glicerina. 

2"  Su  patate  invece  il  vibrione  del  colera,  di  Finckler-Prior,  il 
b.  prodigioso  ed  il  b.  piocianeo  non  produssero  enzima  glutinolitico. 

3°  Enzima  glutinolitico  non  venne  prodotto  dal  b.  prodigioso  e 
dal  b.  piocianeo  sopta  substrati  nutriti/.i  azotati,  ma  privi  di  albu- 
mina e  contenenti  glucosio  o  saccarosio  o  lattosio,  mentre  il  detto 
enzima  venne  segregato  in  abbondanza  sostituendo  gli  zuccheri  sud- 
detti colla  glicerina. 

Tra  gli  zuccheri  parve  che  la  mannite  facesse  una  eccezione  per  il 
b.  prodigioso  ed  il  b.  piocianeo  essendosi  .avuto  traccia  di  fermento. 

In  base  a  questi  fatti  scelsi  tra  le  varie  sostanze  quelle  che  si  mo- 
strarono più  adatte  allo  scopo,  istituendo  le  esperienze  seguenti: 

A.  Sull'azione  inibente  di  alcaloidi,  ipnotici,  ecc.  nella  produ- 
zione e  secrezione  delle  proteasi  batteriche. 

B.  Sull'azione  inibente  e  favoreggiante  di  alcuni  sali. 

C.  Sull'azione  inibente  degli  zuccheri: 

1)  Senza  neutralizzazione  dell'acidità  prodottasi. 

2)  Con  neutralizzazione:  a)  mediante  aggiunta  preventiva  di 
ossido  di  magnesio,  b)  mediante  la  neutralizzazione  continuata  con  soda. 

3)  Sopra  substrati  liquidi  e  solidi. 

39 
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A.  —  Sull'azione  inibente  di  alcaloidi,  di  ipnotici,  ecc.  sulla  pro- 
duzione e  secrezione  delle  proteasi  batteriche. 

Metodo  di  ricerca.  —  Provette  contenenti  10  cmc.  di  brodo  e  dosi 
diverse  delle  varie  sostanze  chimiche,  nonché  dadi  dei  4  soliti  albu- 
minoidi,  vennero  innestate  con  una  miscela  di  microrganismi  proteo- 
litici  della  putrefazione  e  poste  nella  stufa  a  35°  C.  insieme  ai  con- 
trolli, costituiti  da  provette  di  brodo  innestate,  ma  senza  sostanze. 
I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni  figurano  nella  seguente  tabella. 
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Risultali.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue  : 

1°  Che  non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  microrganismi  dotati 
di  potere  proteolitico,  in  presenza  delle  varie  sostanze  producessero 
proteasi  fibrinolitiche  e  caseinolitiche,  ma  non  glutinolitiche. 

2°  Secondo  l'azione  inibente  sulla  produzione  delle  proteasi  bat- 
teriche ed  in  parte  anche  sullo  sviluppo  dei  microrganismi,  le  varie 
sostanze  si  possono  disporre  come  segue,  principiando  da  quelle  che 
si  mostrarono  dotate  di  maggior  potere  inibente  : 

1°  Chinina. 
2^  Antipirina. 
3°  Stricnina. 
4°  Morfina. 
5°  Trionale. 
6°  Sulfonale. 

Un'azione  favoreggiante  sarebbe  stata  esplicata  soltanto  dalla 
stricnina  e  solo  nella  concentrazione  del  0.1-0.3  %,  essendosi  avuto 
in  presenza  della  medesima  un'azione  proteolitica  più  energica  che 
nei  controlli.  Questo  fatto  per  altro  richiede  conferma. 

B.  —  Sull'azione  favoreggiante  ed  inibente  di  vari  sali. 

Metodo  di  ricerca.  — .Provette  contenenti  10  cmc.  di  soluzioni  dei 
vari  sali  al  2  ^  -  5  -  10  %  in  acqua  potabile  e  dadi  dei  vari  albumi- 
noidi  vengono  innestate  con  una  miscela  di  microrganismi  della  putre- 
fazione e  posti  nella  stufa  a  35  insieme  ai  controlli  senza  sali. 

I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni  figurano  nella  sottostante  tabella. 


Soluzione  2  %  % 

Soluzione  6  % 

Soluzione  10  % 

Sostanze  chimiche 

fibrina 

Caseina 

Siero 

1 

Albume 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

g 

Nitrato  di  stronzio 

—  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

Oaaalato  s>  » 

+  0 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

+  — 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

Lattato   »  s 

0  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

+  0 

0  0 

0  0 

Acetato  »  » 

+  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  + 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

Nitrato  di  calcio. 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

Ossalato  »  » 

0  + 

+  + 

0  + 

0  — 

+  + 

+  0 

—  0 

—  0 

+  0 

0  0 

0  0 

0  0 

Lattato    1»  6 

+  + 

+  0 

+  0 

+  0 

+  + 

+  0 

0  0 

0  0 

+  + 

+  0 

0  0 

0  0 

Acetato    »  » 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

Controlli  {senza  sali) 

+  + 

+  + 

+  0 

0  0 
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Risultati.  —  Da  questa  rabeila  rilevasi: 

1°  Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  microrganismi  dotati  di 
potere  proteolitico  producessero  in  presenza  dei  vari  sali  enzimi  sie- 
rolitici  ed  albumolitici,  ma  non  fibrinolitici  e  caseinolitici. 

2°  Secondo  l'azione  favoreggiante  sulle  proteasi  batteriche  i  vari 
sali  si  possono  disporre  come  segue,  principiando  dal  più  favoreggiante: 


5°  Nitrato    »  » 

6°  Lattato  di  stronzio 

7°  Acetato   »  » 

8°  Nitrato    »  » 
3°  In  genere  la  concentrazione  più  attiva  dei  sah  fu  al  21^9  '  ^  %. 
Al  10%  l'ossalato  di  stronzio  fu  più  attivo  che  al  214  ed  al  5  % 
4°  In  nessuna  prova  si  dimostrò  naturalmente  traccia  di  pep- 

tone. 


Ricerca  i''.  —  Metodo  di  ricerca.  Si  prepararono  40  provette  con- 
tenenti 10  cmc.  di  brodo  diluito  (1  : 2)  e  dadi  dei  4  soliti  albuminoidi. 

In  20  soltanto  di  queste  provette  si  aggiunse  glucosio  al  5  %,  le 
altre  rimasero  per  controllo.  Si  innestarono  tutte  le  40  provette  con 
10  miscele  diverse  di  microrganismi  della  putrefazione  e  dopo  5,  10, 
15  giorni  si  raccolsero  i  risultati,  i  quali  figurano  nella  seguente 
tabella  : 


1°  Ossalato  di  stronzio 
2°  Acetato  di  calcio 
3°  Lattato    »  » 
4°  Ossalato  »  » 


Questi  4  sali  esplicarono  vera- 
mente un'azione  favoreggiante 
inquantochè  i  microrganismi 
in  presenza  dei  medesimi  eser- 
citarono una  maggiore  azione 
proteolitica  arrivando  a  scio- 
gliere anche  l'albume 


C.  —  Azione  inibente  degli  zucclieri. 


1)  Senza  ueutralizzazioue  dell'acidità. 
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glucosio  . 


Dopo  5  giorni 


i  senza  glu- 
\      cosio  .  . 


Dopo  10  giorni 


glucosio 


senza  glU' 
cosio  .  , 


Miscela 
di  microrganismi 


N.  1 


Dopo  15  giorni 


glucosio 


senza  glu- 
cosio .  . 


9-10 


7.9 


Miscela 
di  microrganismi 

N.  2 


Miscela 
di  microrganismi 

N.  3 


..  0 


6-6 


6-7 


0  0 


10-12 


5-6 


+  0 


01.-) 


iscela 
di 

irganismi 

Miscela 
di 

microrganismi 

Miscela 
di 

micrurganlsmi 

Miscela 
di 

microrganismi 

Miscela 
di 

microrganismi 

Miscela 
di 

microrganismi 

5 

N  6 

N. 

7 

N. 

3 

N.  9 

N.  10 

Caseìna 
Siero 

Albume 

j  Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

S'ero 

Albume 

Gelatina 

Fibrina 

a 
a 
'a> 

5 
o 

Siero 

Albume 

Gelatina  1 

Fibrina  1 

Caseina  ! 

Siero 

Albume 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume  | 

Gelatina  j 

Fibrina 

II 

a 

o 

Siero 

l  Albume 

0  0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

(1 

0 

0 

n 

0 

0  0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

i) 

0 

0 

0 

0 

•• 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1  0 

11 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

• 

0 

0 

0 

0 

•• 

0 

u 

0 

U 

Ù 

0 

0 

0 

i-j'  0 

1 

1 

0 

+ 

0 

0 

0 

+ 

0 

0 

0 

+ 

+ 

0 

0 

+ 

0 

0 

0 

+ 

+ 

0 

0 

0  0 

0 

10 

-10 

0 

0 

0 

0 

5-5 

0 

0 

0 

0 

7-9 

1 

0 

0 

0 

0 

10 

10 

0 

0 

0 

0 

5-0 

0 

0 

0 

0 

-  0 

0 

S 

-9 

+ 

0 

0 

0 

0-9 

+ 

-L. 

+ 

10-9 

+ 

+ 

0 

0 

3 

-3 

+ 

+ 

0 

u 

3-3 

+ 

+ 

0 

0 

J 
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Risultati.  —  Da  queste  tabelle  risulta  quanto  segue  : 

1°  Che  il  glucosio,  rispettivamente  l'acido  lattico  prodotto  per 
fermentazione,  ha  arrestato  quasi  completamente  la  secrezione  di  tutti 
gli  ipotetici  enzimi  (glutinolitico,  fibrinolitico,  ecc.)  dei  microrganismi 
sperimentati.  Così,  mentre  in  assenza  di  glucosio  si  è  avuto  costan- 
temente la  completa  fluidificazione  di  tutti  i  cinque  albuminoidi,  in 
presenza  di  glucosio  al  5  %  fu  arrestata  quasi  senza  eccezione. 

2°  Se  qualche  eccezione  si  ebbe,  non  avvenne  però  mai  il  caso 
che  venisse  fluidificato  il  siero  e  l'albume  e  rimanesse  intatta  la  fi- 
brina, la  caseina  e  la  gelatina. 

Ricerca  II.  —  Metodo  di  ricerca.  —  Si  prepara-ono  40  provette 
contenenti  10  cmc.  di  brodo  diluito  a  metà  e  contenenti  dadi  dei 
4  soliti  albuminoidi  :  in  20  si  aggiunge  glucosio  al  5  %  e  poscia  si  in- 
nestarono con  10  miscele  diverse  di  microrganismi  rappresentanti  la 
flora  del  terreno,  dell'acqua,  ecc.  Dopo  5  giorni  dalle  dette  provette 
si  prepararono  tubetti  di  gelatina  more  solito.  Dopo  10  giorni  si  rac- 
colsero i  risultati  che  figurano  nella  seguente  tabella; 
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X 
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2.  —  Con  parziale  neutralizzazione  dell'acidità. 

a)  Coir  aggiunta  preventiva  di  ossido  di  magnesio. 

Ricerca  1.  —  In  provette,  contenenti  10  cmc.  di  brodo  dilaito  a 
metà,  alcalino,  colorato  in  bleu  con  laccamuffa  e  dadi  dei  quattro 
soliti  albuminoidi,  si  aggiunge  in  parte  glucosio  al  5  %  ed  ossido  di 
magnesio  in  polvere,  in  parte  glucosio  solo,  in  parte  ossido  di  ma- 
gnesio soltanto  ed  in  parte  non  si  aggiunge  nè  glucosio  nè  magnesia. 

Si  ripete  tutto  quanto  con  tubetti  di  gelatina  10  %  non  fenicata, 
versando  nei  medesimi  1  crac,  di  brodo  con  o  senza  glucosio  ed  ossido 
di  magnesio,  naturalmente  senza  i  quattro  albuminoidi  sopranominati. 

Ciò  fatto  si  innestarono  tanto  le  provette  che  i  tubetti  colle  5  mi- 
scele diverse  di  microrganismi  proteolitici. 

Si  posero  le  provette  a  37  ed  i  tubetti  a  20  gradi. 

I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni  figurano  nella  seguente  tabella: 
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Glucosio 

Ossido 

Senza  glucosio 

ossido 

Glucosio  solo 

di 

e 

di  magnesio 

magnesio  eolo 

senza  magnesia 

miscela: 

+  0 

0  0 

0  0 

+  + 

+  0 

0  0 

-  0 

+  + 

+  0 

0  + 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

2*  miscela: 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

-  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  CI 

0  0 

+  + 

3^  miocela: 

+  + 

0  0 

+  0 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 

—  + 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  0 

4'^  miscela 

0  0 

+  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

+  + 

0  fi 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

+  0 

5'^  miscela: 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

0  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  0 

0  0 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

i+  + 

I 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue  : 

1.  Che  il  glucosio,  specialmente  per  l'acido  lattico  derivante  dal 
medesimo,  sia  diminuendo  lo  sviluppo  dei  microbi  e  la  produzione 
di  proteasi,  sia  indebolendo  l'azione  delle  medesime  arresta  o  rallenta 
la  proteolisi  degli  albuminoidi. 

2.  Anche  l'eccesso  di  ossido  di  magnesio  pare  danneggi  lo  svi- 
luppo dei  microrganismi  e  la  produzione  quindi  delle  relative  proteasi. 

3.  In  genere  la  caseina  viene  dai  germi  e  loro  proteasi  attaccata 
più  della  fibrina.  Pare  che  ciò  dipenda  dall'azione  concomitante  dei 
microrganismi. 

4.  Non  è  mai  accaduto  che  una  stessa  miscela  di  germi  fluidi- 
ficasse l'albume  ed  il  siero  e  non  la  caseina,  la  fibrina  e  la  gelatina. 

b)  Neutralizzazione  continuata  con  soda. 

In  provette  contenenti  10  cmc.  di  brodo  diluito  a  metà,  alcalino, 
colorato  in  bleu  con  laccamuffa,  glucosato  a!  5  %  e  non  glucosato, 
si  aggiungono  dadi  dei  4  soliti  albuminoidi  e  poscia  si  innestano 
colle  solite  cinque  miscele  di  microrganismi  proteolitici  e  si  pongono 
a  37°  C.  Tre  volte  al  giorno  (alle  ore  8-12-19)  si  alcalinizzano  le 
provette  acidificate  in  modo  che  si  mantengano  alcaline,  neutre  o 
soltanto  leggermente  acide  sino  alla  volta  seguente. 

Dopo  10  giorni  si  segnano  i  risultati  e  poscia  per  assaggiare 
anche  il  potere  glutinolitico,  si  allestiscono  dalle  provette  altrettanti 
tubetti  di  gelatina  5  %,  fenicata  all'  1  %q,  sodica  al  ^  %,  versando 
nei  medesimi  1  cmc.  di  brodo  da  ciascuna  provetta.  Ciò  fatto  si 
pongono  i  tubetti  a  20°  C  e  dopo  ]0  giorni  si  segnano  i  risultati 
che  figurano,  insieme  a  quelli  delle  provette,  nella  seguente  tabella: 


Miscele  di  microrganismi 

Glucosio  5 

la 

Controlli  senza  glucosio 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

a> 
a 
a 
a 

< 

22-22 

0-0 

+  + 

0  0 

0  0 

20. 20 

+  + 

+  + 

+  + 

u  u 

25-27 

0-  + 

+  + 

0  0 

0  0 

25-25 

+  + 

+  + 

+  0 

0  0 

»  3»  

20-21 

0-0 

+  + 

0  0 

0  0 

26-29 

+  + 

+  + 

+  0 

0  0 

8  8 

0-0 

+  + 

0  0 

0  0 

29-30 

+  + 

+  + 

+  — 

0  0 

12-12 

0-0 

+  + 

0  0 

0  0 

25-22 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

Risultati.  — ■  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 
1°  L'  azione  inibente  sullo  sviluppo  dei  batteri  e  sulla  produ- 
zione delle  proteasi  è  data  in  massima  parte  dall'ac.  lattico,  infatti 
la  neutralizzazione  continuata  delle  medesime  permise  col  naturale 
sviluppo  dei  batteri  anche  la  produzione  delle  loro  protea««i  ; 

2°  Non  è  mai  avvenuto  il  caso  che  le  proteasi  fossero  dotate 
di  potere  albumolitico  o  sierolitico  e  non  caseinolitico  o  fibrinolitico  ; 

3°  Si  ebbe  non  di  rado  anche  qui  scioglimento  della  caseina  e 
non  della  fibrina. 

Ricerca  III,  —  In  10  provette  contenenti  5  cmc.  di  gelatina  so- 
lida 10%,  senza  antisettici,  alcalina  (soda  1  %),  si  aggiunsero  10  cmc. 
di  brodo  alcalino  contenente  il  5  %  di  glucosio  e  colorato  con  lacca- 
muffa e  dadi  di  fibrina,  caseina,  siero  ed  albume.  Ciò  fatto  si  inne- 
starono le  10  provette  con  5  miscele  di  microrganismi  della  putre- 
fazione. 

Si  ripetè  per  controllo  la  stessa  operazione  con  altre  10  provette; 
si  posero  le  provette  a  22  '  C.  e  si  alcalinizzarono  se  necessario  due 
volte  al  giorno,  ma  senza  glucosio.  Dopo  10  giorni  si  segnarono  i 
risultati  che  figurano  nella  seguente  tabella. 
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Controllo  senza  glucosio 

Glucosio  5 

% 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

S!ero_ 

Albume 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Miscela 

1^  

22-22 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

15-14 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

Id. 

2^  

26-29 

0  + 

+  + 

0  0 

0  0 

11-12 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

Id. 

23-25 

0  0 

+  4- 

0  0 

0  0 

15-13 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

Id. 



20-20 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

11-13 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

Id. 

50-  

201/2-23 

0  0 

+  + 

0  0 

0  0 

20-22 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

Risultati.  —  Da  questa  tabella  risulta.* 

1°  Che  non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  microrganismi  dotati 
di  potere  proteolitieo  segregassero  in  presenza  di  glucosio  enzimi  fibri- 
nolitici  e  caseinolitici,  ma  non  glutinolitici.  La  presenza  dell'enzima 
fibrinolitico  o  caseinolitico  è  stata  sempre  accompagnata  anche  da 
quella  dell'enzima  glutinolitico. 

2°  Che  il  glucosio  esercitò  un'azione  inibente  dovuta  specialmente 
all'azione  dell'acido  lattico  che  attenuò  od  arrestò  lo  sviluppo  dei 
microrganismi.  Infatti  mentre  nell'esperienza  precedente  nella  qual& 
non  si  alcalinizzò  il  brodo  man  mano  che  inacidiva  non  si  ebbe  che 
scarso  sviluppo  e  conseguentemente  assenza  di  proteasi  microbiche^ 
in  questa  esperienza  invece,  nella  quale  si  neutralizzò  man  mano  l'acido 
(3-4  volte  al  giorno),  si  ebbe  insieme  allo  sviluppo  una  produzione  di 
proteasi  di  poco  inferiore  ai  controlli. 

3°  La  caseina  nelJe  culture  glucosate  venne  attaccata  di  più  della 
fibrina.  Se  ciò  si  debba  spiegare,  perchè  i  microrganismi  attaccano- 
più  la  caseina  della  fibrina  o  perchè  la  fibrina  fissa  maggiore  quan- 
tità di  acido,  o  perchè  il  glucosio  o  l'acido  lattico  favoriscono  di  più 
la  caseinolisi,  ecc.,  resta  a  dimostrare.  Certo  è  che  ciò  non  si  avvera 
in  assenza  di  glucosio  e  di  batteri  vivi. 

3.  —  Sviluppo  dei  batteri  e  produzione  d!  proteasi 
sopra  substrati  liquidi  e  solidi  glucosati. 

Volendo  infine  ed  incidentalmente  studiare  più  da  vicino  il  feno- 
meno, cercai  di  decidere  che  influenza  vi  esercitava  l'essere  il  substrato 
solido  o  liquido,  l'essere  i  batteri  immersi  o  no  nel  substrato,  ed  even- 
tualmente vedere  se  la  gelatina  fissando  l'acido  sia  pure  parzialmente- 
potesse  sostituirsi  in  parte  alla  neutralizzazione.  Istituii  all'uopo  le 
sottostanti  ricerche. 
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Ricerca  IV.  —  In  provette  contenenti  10  cmc.  di  brodo  alcalino, 
colorato  in  bleu  con  laccamuffa,  glucosato  al  5  %  e  dadi  dei  4  soliti 
albuminoidi,  vennero  inestati  con  i  15  sottosegnati  microrganismi. 

Dopo  10  giorni  di  temperatura  a  35°  C.  si  raccolsero  i  risultati, 
che  figurano  nella  sottostante  tabella. 

RiCEBCA  V.  —  Capsule  di  gelatina  solida  al  15  %  colorata  in  bleu 
con  laccamuffa  e  contenente  il  5  %  dei  3  zuccheri  sottosegnati,  ven- 
nero innestate  contemporaneamente  a  strisciamento  con  i  14  micror- 
ganismi nominati  nella  sottostante  tabella  e  poste  a  22°  C. 

I  risultanti  riguardanti  l'acidità,  lo  sviluppo  e  la  fluidificazione 
della  gelatina  raccolti  dopo  1-5  giorni  figurano  nella  seguente 
tabella. 


624 


MICRORGANISMI 


o)  Esperienze 


Glucosio  5  % 


Staphil .  aureus  

Sarcina  lutea  

B.  prodigiosus  

B.  pyocyaneus   

B.  fluorescens  liq.  .  .  . 
Proteus  vulgaris  .... 
B.  mesentericus  vulgatus 

B.  anthracis  

B.  subtilis  

B.  megaterium  

V.  cholerae  asiat  .... 

V.  massauensis  

V.  Finkler-Prior  .... 
V.  MetschnikofE  .... 
V.  thyrogenes  


+ 
+ 
+ 
+ 
+ 


+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 


0  mm. 
0 
0 

2  mm. 
0 
0 
0 


0  1  0 
0 
0 
0 
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to 

b)  Esperienze  in  capsule  di  gelatina  solida 

Controllo,  senza  glucosio 

Glucosio  5  % 

Lattosio  5  % 

Saccarosio  6  % 

Controllo 

e 

C 

a 

CD 

e 

C 

-a 

ce 
a 

ci 

a 

Gelat 

Fibri 

Case] 

o 
u 

Albu 

"S 

O 

Acid: 

Gelai 

< 

'o 
-i; 

a- 

inm. 

2 

0 

0 

0 

0 

9 

0 

0 

0 

0 

+  -|- 

-  + 

+ 

+  + 

0 

+ 

3% 

0 

0 

0 

0 

+ 

+  +  +  + 

— 

+  +  +  + 

+  +  + 

0 

+  +  + 

3 

0 

+ 

0 

0 

+ 

+  + 

- 

+  + 

+ 

0 

+  + 

0 

0 

0 

0 

+ 

+  +  + 

— 

+  +  +  + 

+  +  +  + 

0 

+  +  + 

4 

0 

+ 

0 

0 

+ 

+  +  +  + 

— 

+  +  + 

+  +  + 

0 

+  +  + 

3 

0 

0 

0 

0 

— 

+  +  + 

— 

+  + 



+  +  + 

0 

+  + 

1 

0 

0 

0 

0 

— 

+  + 

+  + 

— 

+  + 

0 

+  + 

2 

0 

0 

0 

0 

— 

+  + 

— 

+  + 

— 

+  + 

0 

++ 

0 

0 

0 

0 

+ 

+  +  ^- 

— 

+  +  + 

+ 

+  +  + 

0 

++  + 

2 

0 

0 

0 

0 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 

+ 

1 

0 

0 

0 

0 

+ 

+ 

+ 

+  + 

0 

+ 

•  2 

-  2 

0 

0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

+ 

+ 

+ 
+  + 

+ 

+  + 

0 

0 

+ 

+ 

- 

0 

0 

0 

0 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 

_L, 

40 
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Risultati.  —  Da  queste  2  tabelle  rilevasi  quanto  segue  : 

1°  In  brodo  glucosato  l'acidità  prodotta  in  maggior  grado  che 
nei  controlli  ha  arrestato  lo  sviluppo  di  quasi  tutti  i  microrganismi 
e  perciò  è  mancata  pure  la  relativa  produzione  di  proteasi.  Mentre 
infatti  nei  controlli  privi  di  glucosio  si  è  potuto  dimostrare  la  proteasi 
glutinolitica  per  tutti  i  microrganismi,  nelle  brodoculture  glucosate 
invece  si  potè  dimostrare  glutinasi  e  caseasi  pel  solo  b.  piocianeo. 

2°  Su  gelatina  solida,  zuccherata  invece,  quantunque  l'acidità 
fosse  pure  oltremodo  manifesta,  si  ebbe  non  solo  sviluppo  di  tutti  i 
microrganismi,  ma  anche  produzione  della  relativa  glutinasi  presso  a 
poco  come  nei  controlli. 

3°  La  maggiore  acidità  si  ebbe  in  presenza  di  glucosio,  seguita 
poscia  da  quella  del  saccarosio  ed  infine  da  quella  del  lattosio.  Cor- 
rispondentemente, anche  lo  sviluppo  e  la  proteasi  furono  leggermente 
minori  sulla  gelatina  contenente  glucosio  e  più  acida. 

4°  L'essere  quindi  i  germi  immersi  nel  substrato  liquido  od  alla 
superficie  del  substrato  solido,  la  conseguente  minor  produzione  di 
acido  e  la  minor  aziono  sui  germi,  la  presenza  di  un  albuminoide 
(gelatina)  che  fissi  parte  dell'acido  sono  tutte  circostanze  che  devono 
influire  grandemente  sul  fenomeno. 

XV.  —  Comportamento  comparativo  dei  vari  enzimi  proteolitici 
verso  gli  agenti  precipitanti. 

Tentativi  di  prccipitazioue  frazionata  mediante  l'alcool. 

Partendo  dalla  possibilità  che  gli  ipotetici  enzimi  costituenti  la 
tripsina  e  la  pepsina  potessero  avere  una  diversa  precipitabihtà  verso 
l'alcool,  volli  tentare  pure  questa  via  per  separarli.  Anche  il  risultato 
negativo  che  con  tutta  probabilità  sarebbesi  otteniito,  avrebbe  sempre 
servito  a  sostenere  l'idea  della  polivalenza  degli  enzimi  proteolitici. 

Si  istituirono  all'uopo  due  serie  diverse  di  esperienze. 

In  una  prima  serie  si  cercò  di  ottenere  la  precipitazione  frazionata 
dei  supposti  enzimi  trattando  le  soluzioni  di  pepsina  e  di  tripsina 
con  quantità  diverse  di  alcool,  ma  per  uno  stesso  tempo.  In  una 
seconda  serie  invece  si  trattarono  le  suddette  soluzioni  con  la  stessa 
quantità  di  alcool,  ma  per  tempi  diversi. 
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A)  —  Trattamento  mediante  quantità  diverse  di  alcool 
'per  uno  stesso  tempo. 

1°  Soluzioni  di  tripsina  e  di  pepsina  all'I: 200  vennero  trattate 
con  alcool  a  95°  nelle  proporzioni  segnate  nella  sottostante  tabella. 
Dopo  24  ore  si  filtrarono  le  varie  miscele,  si  ripresero  i  precipitati 
con  30  cmc.  di  acido  fenico  1  %  (tripsina)  e  di  acido  tartarico  4  % 
(pepsina)  e  poscia  si  provò  l'attività  proteolitica  more  solito  mediante 
dadi  dei  4  albuminoidi  e  tubetti  di  gelatina.  I  risultati  raccolti  dopo 
10  giorni  figurano  nelle  sottostanti  tabelle. 


P  Tripsina. 


Tripsina  +  alcool 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Cmc. 

15-17-18  inm. 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

15-17-19 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

16-16-16 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

25-150  

17-17-16 

+  + 

0  0 

0  0 

0  0 

2°  Pepsina. 

Pepsina  +  alcool 

Gelatina 

ribrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Cmc. 

0  0  0  0  mm. 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

2-3-3 i;-3 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

4-4-4-4 

+  + 

+  + 

+  + 

6-7-7  I/o -8 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

2°  Soluzioni  di  tripsina  all'I:  100  e  di  pepsina  all'I: 200  vennero 
trattate  con  alcool  a  95°  nelle  proporzioni  segnate  nella  sottostante 
tabella.  Dopo  5  ore  si  filtrarono  le  varie  miscele,  si  ripresero  i  pre- 
cipitati con  30  cmc.  di  acido  fenico  1  %  (tripsina)  e  di  acido  tar- 
tarico 4  %  (pepsina)  e  poscia  si  provò  l'attività  proteolitica  mediante 
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dadi  dei  4  albuminoidi  e  tubetti  di  gelatina  solida.  I  risultati  rac- 
colti dopo  10  giorni  figurano  nelle  sottostanti  tabelle. 


1°  Tripsina. 


Tripsina  +  alcool 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Cmc 

25-25   

11-11-1  2  mm. 

+  + 

-  +  + 

0  0 

0  0 

13-12-13 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

14-15-15 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

15-16-16 

+  + 

+  -1- 

0  0 

0  0 

2°  Pepsina. 

Pepsina  +  alcool 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Cmc. 

0  0  0  mm 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

25-25   

0  0  0 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

25-50   

0  0  0 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

0  0  0 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

B)  —  Trattamento  mediante  la  stessa  quantità  di  alcool 
per  tempi  diversi. 

1°  Soluzioni  di  tripsina  e  di  pepsina  all'I  %  vennero  trattate  con 
alcool  a  95°  nella  propozione  di  3 : 1  (25  cmc.  di  soluzione  di  enzima 
più  50  cmc.  di  alcool).  Dopo  30  minuti-1  ora-5  ore-lO  ore-24  ore  si 
filtrò.  Si  sciolse  il  precipitato  di  tripsina  in  100  cmc.  di  acido  fe- 
nico I  %  e  quella  di  pepsina  in  100  cmc.  di  acido  tartarico  4  %. 

Ciò  fatto  si  provò  l'attività  delle  10  soluzioni  more  solito  su  gela- 
tina, fibrina,  caseina,  siero  e  albume. 
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1"  Tripsina. 


Durata  del  contatto 
fra  tripsina  e  alcool 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

5-5-5  min. 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

5i,;,-5i2-5^:> 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

6-6-6 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

9-10-10 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

24  »  

11-U-lO  1. 

0  0 

0  0 

0  0 

0  0 

2°  Pepsina. 

Durata  del  contatto 
fra  tripsina  e  alcool 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

0  0  0  min. 

+  + 

+  -f 

-f  -f- 

ODO 

+  +  + 

+  + 

+  + 

+  + 

5  oro .  .  o  •  •   .  .  • 

0  0  0 

+  + 

1  1 

+  + 

1  1 

+  + 

1  _i_ 

10  »  

0  0  0 

+1  +1 

+1  +1 

24  »  

0  0  0 

+1  +1 

+1  +1 

+1  +1 

+1  +1 

Controllo  pepsina  1  % 

2  2  2 

il  +! 

-H  +1 

+1  +1 

+1  +1 

Risultati.  —  Da  queste  tabelle  si  rileva  quanto  segue: 

1°  Che  mediante  la  precipitazione  frazionata  ottenuta  con  alcool 
ed  in  vari  modi  (sia  quantità  diverse  di  alcool  ed  ugual  durata  del- 
l'azione che  uguale  quantità,  ma  per  diversa  durata)  non  è  mai  riu- 
scito di  isolare  enzimi  dotati  di  potere  albumolitico  o  sierolitico  e  non 
fibrinolitico,  caseinolitico,  glutinolitioo  ;  che  tutte  le  volte  che  il  pre- 
cipitato presentò  il  potere  albumolitico  e  sierolitico  presentò  anche 
il  fibrinolitico,  il  caseinolitico  ed  il  glutinolitico  (tripsina). 

2°  I  precipitati  dotati  di  solo  potere  fibrinolitico,  caseinolitico 
o  glutinolitico,  si  spiegano  chiaramente,  come  al  solito,  colla  dilui- 
zione od  attenuazione  dell'enzima. 

3°  Per  ottenere  maggiori  differenze  nel  potere  proteolitico  dei 
vari  precipitati,  basterà  ripetere  le  esperienze  con  soluzioni  più  o  meno 
diluite  dell'enzima  o  variare  le  quantità  dell'alcool  o  la  durata  de! 
tempo. 
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XVI.  —  L'  attività  od  inattività  di  un'  ectoproteasi  sopra  un 
dato  albuminoide  dipende  dalla  qualità  o  dalla  quantità 
delle  molecole  o  da  entrambe  le  cause?  Mediante  la  concen- 
trazione sì  può  sempre  rendere  attiva  una  proteasi  per  un 
albuminoide  verso  il  quale  era  inattiva? 

Come  si  spiega  la  perdita  o  la  naturale  mancanza  parziale  di 
attività  delle  proteasi  ? 

Si  possono  fare  al  riguardo  varie  ipotesi.  Si  può  ammettere  anzi- 
tutto che  la  molecola  enzimatica,  pur  essendo  polivalente,  sia  costi- 
tuita da  un  nucleo  e  da  tante  catene  laterali  quanti  sono  gli  albu- 
minoidi  sui  quali  è  attiva,  catene  laterali  che  potrebbero  essere 
innumerevoli  come  gli  albuminoidi  stessi.  In  questo  caso'  la  mancanza 
di  attività  di  una  proteasi  dipenderebbe  dalla  mancanza  della  corri- 
spondente catena  laterale;  ciò  posto  si  potrebbe  supporre: 

1°  Una  distruzione  di  date  catene  laterali,  per  esempio  di  quelle 
corrispondenti  al  potere  sierolitico  ed  albumolitico,  ciò  potrebbe  av- 
verarsi in  tutte  le  molecole  ed  essere  quindi  generale. 

2°  Oppure  la  stessa  distruzione  di  catene  laterali  potrebbe  col- 
pire soltanto  un  dato  numero  di  molecole,  essere  cioè  parziale. 

3°  Invece  di  una  distruzione  di  date  catene  laterale,  generale  o 
parziale  che  sia,  può  anche  supporsi  un  attenuamento  che  potrebbe 
esprimersi  con  un  accorciamento  di  tali  catene  laterali;  anche  in 
questo  caso  l'attenuamento  potrebbe  avverarsi  in  tutte  le  molecole, 
essere  cioè  generale,  od  aver  luogo  in  una  parte  soltanto  delle  med^ì- 
sime. 

4P  Siccome  il  sistema  delle  dette  catene  laterali  implicherebbe 
una  individualizzazione  dei  vari  poteri  arrivando  forse,  come  si  disse, 
ad  un  numero  infinito  di  catene  laterali,  quanti  appunto  sono  gli  albu- 
minoidi, e  siccome  con  ciò  si  ammetterebbe  l'ipotesi  della  specificità 
o  monovalenza,  se  non  dell'intiera  molecola,  certo  di  parti  delle  me- 
desime (catene  laterali)  e  siccome  questa  ipotesi  della  specificità  è 
stata  ormai  da  tutte  le  precedenti  ricerche  dimostrata  erronea,  così 
bisogna  spiegare  il  fenomeno  dell'attenuazione  delle  proteasi  consi- 
derando invece  le  molecole  proteolitiche  prive  di  catene  laterali  e 
l'attività,  che  sarebbe  unica  e  sola  (polivalente),  contenuta  tutta 
quanta  nell'intiera  molecola. 

A  questo  fine  riflettiamo  che  l'enzima  è  un  colloide  emulsoide, 
quindi  è  costituito  di  micelle  rigonfiabili,  suscettibili  cioè  di  aumen- 


631 


tare  e  diminuire  di  volume  senza  cambiamento  della  loro  configura- 
zione chimica. 

Ciò  posto  potremmo  spiegare  l'attenuamento  in  discorso  ammet- 
tendo :  una  diminuzione  di  attività,  forse  dovuta  ad  una  condensa- 
zione, quindi  ad  una  diminuzione  della  superficie  attiva  delle  micelle 
colloidali  dell'enzima. 

5"  Parimenti  invece  dell'attenuamento  si  potrebbe  supporre  una 
distruzione  di  parte  delle  molecole  ;  in  questo  caso  si  avrebbe  proprio 
una  diminuzione  soltanto  quantitativa  e  precisamente  numerica. 

6°  Infine  si  potrebbe  supporre  la  combinazione  di  attenuamento 
e  distruzione  generale  e  parziale. 

Cosi  in  una  stessa  soluzione  di  proteasi  si  potrebbero  avere  mi- 
celle  di  varia  attività:  micelle  ancora  inattive  (zimogeni),  micelle 
inattivate  (zimoidi),  micelle  attenuate  e  micelle  attivissime. 

Ciò  che  non  si  comprende  forse  facilmente  si  è  perchè  fra  le  stesse 
micelle  sottoposte  ai  medesimi  trattamenti  e  nelle  identiche  condi- 
zioni, alcune  vengono  attenuate  o  distrutte  ed  altre  no. 

Forse  potrebbe  illuminarci  non  poco  l'indagare  se  i  perduti  poteri 
possono  mediante  la  concentrazione  delle  soluzioni  ripristinarsi  o  no. 
Se  infatti  una  soluzione  di  proteasi  ohe  ha  perduto,  per  esempio, 
il  potere  sierolitico  ed  albuniolitico,  portandola  a  maggior  concentra- 
zione riprendesse  entrambi  i  poteri,  vorrebbe  dire  che  non  vi  è  stata 
distruzione  delle  molecole  o  catene  laterali  specifiche  riguardanti  quei 
due  poteri. 

Potrebbesi  per  altro  obbiettare  che  nella  proteasi  attenuata  le 
catene  vennero  soltanto  distrutte  o  parzialmente  attenuate,  ed  allora 
si  capisce  come  con  la  concentrazione,  cioè  con  l'aumento  numerico 
delle  molecole,  debbano  ricomparire  i  poteri  scomparsi, 

Ma,  si  può  replicare,  dall'attenuazione  parziale  si  passa  sempre 
presto  0  poi  alla  distruzione  totale,  e  se  i  poteri  scomparsi  saranno, 
mediante  la  concentrazione,  sempre  ripristinabili,  ciò  parlerà  contro 
alla  esistenza  di  molecole  o  di  catene  laterali  specifiche,  e  costringerà 
a  considerare  la  molecola  proteolitica,  unica,  priva  di  catene  laterali, 
dotata  di  una  sola  attività  polivalente,  cioè  non  specifica. 

Ricerche. 

Provai  se  le  proteasi  private  mediante  agenti  fisico-chimici  o  na- 
turalmente mancanti  di  alcuni  poteri,  potessero  sia  aumentandone  la 
concentrazione  mediante  agenti  precipitanti,  o  mediante  l'ev^apora- 
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zione  nel  vuoto  a  bassa  temperatura,  sia  mediante  agenti  attivanti 
(chinasi,  alcuni  sali,  ecc.)  potessero  acquistare  le  attività  perdute  o 
mancanti. 

Le  ricerche  comprendono  le  4  serie  seguenti  : 

1°  Soluzioni  di  pepsina  e  di  tripsina  attenuate  mediante  agenti 
fisico-chimici  e  poscia  concentrate  mediante  precipitazione  con  alcool 
e  con  sali  precipitanti. 

2°  Soluzioni  di  pepsina,  di  tripsina  e  di  proteasi  microbiche  at- 
tenuate come  sopra  e  poscia  portate  alla  massima  concentrazione 
mediante  evaporazione  nel  vuoto  a  bassa  temperatiira. 

3°  Soluzioni  di  tripsina  attenuata  come  sopra  e  poscia  attivate 
mediante  cinasi  e  sali. 

A)  Distruzione  e  ripristinamento  di  alcuno  dei  poteri  parziali 
delia  tripsina  e  della  pepsina. 

a)  Concentrazione  mediante  precipitazione  con  alcool. 

Metodo  di  ricerca.  —  Soluzioni  di  pepsina  e  di  tripsina  all'I  %, 
vennero  attenuate:  la  pepsina  mediante  il  riscaldamento  a  60°  C.  per 
un'ora  ed  il  trattamento  con  ammoniaca  al  5  %;  la  tripsina  mediante 
il  riscaldamento  a  50°  C.  per  un'ora  e  mediante  il  trattamento  con 
acido  acetico  all'I  %  per  24  ore. 

Ciò  fatto  si  portarono  le  soluzioni  all'I  %  (previa  neutralizzazione) 
alla  concentrazione  del  5%  e  del  10%  circa,  mediante  la  precipita- 
zione con  alcool  si  provarono  le  tre  diluizioni,  more  solito,  sui  cinque 
albuminoidi.  Alle  soluzioni  di  pepsina  si  aggiunse  naturalmente  HCl 
al  3  %.  I  risultati  raccolti  dopo  5-10  giorni  figurano  nella  sotto- 
stante tabella. 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue  : 

1°  Che  soluzioni  di  pepsina  1  %  alle  quali  erano  stati  tolti  tutti 
i  poteri,  dal  glutinolitico  all'albumolitico  mediante  riscaldamento  per 
un'ora  a  60°  C,  e  conservati  i  poteri  fibrinolitico,  caseinolitico  e 
sierolitico  mediante  trattamento  con  ammoniaca  al  5  %  per  24  ore, 
ripresero  tutti  i  poteri  perduti  portandola  alla  concentrazione  del 
5-10  %  mediante  precipitazione  con  alcool. 

2°  Che  soluzioni  di  tripsina  all'I  %  alle  quali  erano  stati 
tolti  i  poteri  sierolitico  ed  albumolitico  mediante  riscaldamento  per 
un'ora  a  50°  C.  e  trattamento  con  acido  acetico  all'I  %  per  24  ore, 
ripresero  il  potere  sierolitico  ed  anche  traccia  dell'albumolitico  mentre 
aumentò  considerevolmente  il  potere  gelatinolitico. 

b)  Concentrazione  mediante  evaporazione  nel  vuoto 
a,  bassa  temperatura. 

1°  Soluzioni  di  pepsina  al  3  %  vennero  attenuate  mediante  ri- 
scaldamento a  60°  C.  per  un'ora,  e  mediante  l'azione  di  ammoniaca 
al  5  %  per  24  ore. 

2°  Soluzioni  di  tripsina  al  3  %  vennero  attenuate,  sia  mediante 
riscaldamento  a  50°  C.  per  un'ora  e  sia  sottoponendole  all'azione  del- 
l'acido acetico  1  %  per  24  ore. 

3°  Si  prepararono  culture  di  10  giorni  in  brodo  +  gelatina  2  %  di 
b.  prodigioso,  di  b.  piocianeo,  di  b.  del  carbonchio  e  di  vibrioni  del 
colera. 

4°  1000  cmc.  delle  varie  soluzioni  e  brodoculture  contenenti 
timolo  al  2  %o  vennero  poste  ad  evaporare  a  25-30'^  C.  in  apposito 
apparecchio. 

Per  controllo  si  posero  nella  stessa  capsula,  contenente  la  solu- 
zione da  evaporare,  2  fialette  riempite  della  stessa  soluzione  enzima- 
tica o  brodo -cultura  chiuse  alla  lampada. 

Così  facendo  la  porzione  della  soluzione  di  controllo  veniva  posta 
nelle  identiche  condizioni  della  soluzione  evaporante. 

I  1000  cmc.  delle  varie  soluzioni  ridotte  a  50-20  cmc,  vale  a  dire 
portate  ad  una  concentrazione  20-50  volte  maggiore,  si  provarono 
insieme  ai  controlli  (soluzioni  non  concentrate)  delle  fialette,  sopra  i 
5  soliti  albuminoidi.  I  risultati  raccolti  dopo  10  giorni  figurano  nella 
sottostante  tabella. 


(1)  Le  concentrazioni  vennero  portate  al  5-10  %,  perchè  soltanto  così, 
data,  la  forte  attenuazione  delle  soluzioni  in  seguito  ai  trattamenti  col 
calore,  colle  sostanze  chimiche  e  la  stessa  precipitazione  con  alcool,  si  po- 
tevano avere  risultati  decisivi. 
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Riftultati.  — •  Dalla  prima  tabella  rivelasi  quanto  segue: 

1°  Che  soluzioni  di  pepsina  all'I  %,  alle  quali  erano  stati  tolti 
tutti  i  poteri  dal  glutinolitico  all'albumolitico,  mediante  riscalda- 
mento per  un'ora  a  60°  C.  e  tolti  i  poteri  glutinolitico,  sierolitico  ed 
albumolitico,  mediante  trattamento  con  ammoniaca  al  5  %  per  24 
ore,  ripresero  parte  dei  poteri  perduti,  portandole  mediante  evapo- 
razione nel  vuoto  a  30°  C.  ad  una  concentrazione  10-20-50  volte 
maggiore. 

2°  Che  soluzioni  di  tripsina  all'I  %,  alle  quali  erano  stati  tolti 
i  poteri  sierolitico  ed  albumolitico,  mediante  riscaldamento  per  un'ora 
a  50°  C-,  o  trattamento  con  acido  acetico  all'I  %  per  24  ore,  ripre- 
sero, mediante  la  concentrazione  nel  vuoto,  il  potere  sierolitico  ed 
aumentarono  anche  considerevolmente  il  potere  glutinolitico. 

3°  Culture  del  b.  piocianeo,  del  b.  prodigioso,  del  b.  del  car- 
bonchio e  del  V.  del  colera,  mediante  la  evaporazione  nel  vuoto  por- 
tate ad  una  concentrazione  20-50  volte  maggiore,  accrebbero  quasi 
tutte  il  potere  glutinolitico:  le  proteasi  del  b.  piocianeo,  del  v.  del 
colera,  aumentarono  il  loro  potere  sierolitico  e  presentarono  traccia 
dell' albumohtico  ;  quella  del  prodigioso  e  del  carbonchio  accrebbero 
il  potere  fìbrinoiitico. 

La  seconda  tabella  ci  presenta  dei  risultati  meno  probativi  in 
quantochè  se  colla  concentrazione  si  ebbe  quasi  costantemente  '.m 
aumento  d'3l  potere  glutinolitico.  si  ebbe  invece  solo  per  le  pro- 
teasi del  b.  piocianeo  e  del  v.  del  colera  un  aumento  di  altri  poteri. 
Queste  diffevenze  si  debbono  probabilmente  ascrivere  a  maggior  ele- 
vazione della  temperatura,  a  maggior  durata  del  tempo  di  evapora- 
zione e  quindi  anche  del  riscaldamento,  a  maggior  concentrazione  di 
prodotti  della  digestione,  a  diversa  reazione,  ecc.  ecc.  Queste  espe- 
rienze verranno  peraltro  ripetute. 

Concludendo,  se  si  confermerà  che  i  mancanti  poteri  parziali  delle 
proteasi  sono  ripristinabili  mediante  la  concentrazione  per  precipi- 
tazione o  per  evaporazione,  se  ne  potrà  concludere  che  la  molecola 
proteolitica  è  unica,  priva  di  catene  laterali  e  che  è  dotata  di  una 
sola  attività  polivalente,  cioè  che  non  è  specifica. 
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XVII.  —  Comportamento  dei  diversi  enzimi 
0  poteri  proteoiitici  parziali  di  fronte  agli  antienzimi  naturali. 

Onde  non  lasciare  intentata  alcuna  via  per  mettere  in  evidenza  i 
supposti  enzimi  proteoiitici  parziali,  volli  provare  anche  l'azione  anti- 
proteolitica  del  siero  di  sangue  e  dell'  albumina  su  gl'ipotetici  en- 
zimi glutinolitici,  fibrinoiitici,  caseinolitici,  ecc.  della  tripsina  e  della 
pepsina. 

Metodo  di  ricerca.  —  In  provette  contenenti  10  cmc.  di  una  so- 
luzione di  tripsina  all'I  %,  fenicata  all'I  %  e  di  una  soluzione  di 
pepsina  all'I:  500  in  HC12°'oo  e  timolo  2  °/oo  si  aggiunse  siero  di 
sangue  di  cavallo  normale  ed  albume  d'uovo  nella  proporzione  di 
2-1-14-0-3-0.2-0. 1  cmc.  e  poscia  si  provarono  le  varie  miscele  su 
5  soliti  albuminoidi. 

Esperienze  di  controllo  senza  antifermenti  non  vennero  dimenti- 
cate. Si  posero  i  tubetti  a  20°  C.  e  le  provette  cogli  altri  4  albumi- 
noidi a  30,  37°  C.  I  risultati  ottenuti  dopo  10  giorni  figurano  nella 
sottostante  tabella. 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 

1°  Che  trattando  soluzioni  di  tripsina  e  pepsina  all'I  %  con  an- 
tienzimi  naturali  tra  i  quali  il  siero  normale  e  l'albume,  nelle  più 
svariate  proporzioni,  noiì-  si  è  mai  avverato  il  caso  che  venisse  con- 
servato l'enzima  sierolitico  e  l'albumoiitico  e  venisse  distrutto  invece 
il  potere  caseinolitico,  il  fibrinolitico  e  l'albumoiitico.  Ogni  volta  che 
venne  conservato  il  potere  fibrinolitico  ed  il  caseinolitico,  vennepure 
sempre  conservato  anche  il  glutinolitico. 

2°  L'albume  ha  mostrato  un  potere  antitriptico  superiore  a 
quello  del  siero  di  sangue  normale,  confermando  cosi  i  risultati  di 
mie  precedenti  ricerche. 

XVIII.  —  Sulla  dimostrazione  delle  varie  proteosì  parziali 
mediante  il  preteso  anticorpo  del  Pollak. 

Nel  1S90,  come  dissi  altrove,  dimostrai  che  sottoponendo  la 
tripsina  all'azione  di  dati  agenti  fisici  (calore)  o  chimici  (acidi)  si 
può  togliere  alla  medesima  completamente  il  potere  fibrinolitico  con- 
servando alla  stessa  il  gelatinolitico  (1).  Il  Pollak  confermò  il  fatto, 
ma  ne  diede  una  spiegazione  diversa  dalla  mia,  sostenendo  trattarsi 
di  due  enzimi  diversi,  cioè  di  un  enzima  fibrinolitico  e  di  un  enzima 
gelatinolitico,  mentre  A«coli  e  Neppi,  dopo  avere  con  belle  esperienze 
confermato  il  fatto,  accettarono  pure  la  mia  spiegazione. 

A  sostegno  della  sua  ipotesi  il  Pollak  avrebbe  trovato  che  la 
tripsina  riscaldata  a  70-100°  C.  genera  un  particolare  anticorpo  dotato 
di  azione  antigelatinolitica,  capace  di  inattivare  l'enzima  gelatino- 
litico conservando  invece  attivo  il  sierolitico. 

Ecco  come  il  Pollak  descrive  la  sua  ricerca  : 

Se  si  diluisce  una  soluzione  di  tripsina  o  di  estratto  di  pancreas 
invece  che  con  acqua  colle  stesse  soluzioni  di  tripsina  o  di  estratto 
pancreatico  bollito  e  filtrato  si  osserva  una  singolare  azione  antiglu- 
tinolitica. 

Riporto  queste  due  tabelle  dell'autore  nelle  quali  egli  riassume 
i  risultati  : 


(1)  Fermi  C.  /  fermenti  peptici  e  dìastatici  dei  microrganismi.  Gtior- 
naie  della  R.  Accademia  di  Medicina,  1890,  n.  1  2. 
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Esperienza  I. 


Infuso  acquoso  di  pancreas  di  bue.  —  Durata  dell'esperienza  16  ore. 


Quantità 
di 

infuso  pancreatico 

Diluizione 

Siero 

Gelatina 

mm. 

mm. 

z 

CHIC .  • 

2  cmc. 

5 

6 

2 

id.  . 

•  + 

2  id. 

dello  stesso  infuso  pancreatico 
bollito. 

4 

3.5 

2 

id.  . 

•  + 

4  id. 

9 

5.5 

2 

id.  . 

•  + 

4  id. 

di  infuso  pancreatico  bollito  . 

3.5 

2 

Z 

la. 

.  + 

8  id. 

3 

4 

2 

id.  . 

.  + 

8  id. 

di  infuso  pancreatico  bollito  . 

2 

1 

1 

cmc.  di 
4  cmc. 

una  soluzione  di  tripsina  (Griibler)  7  %  più 
di  acqua. 

4 

9 

1 

cmc.  di 
4  cmc. 

una  soluzione  di  tripsina  (Griibler)  7  %  più 
di  infuso  pancreatico  bollito. 

4 

2.5 

1 

cmc.  di 
8  cmc. 

una  soluzione  di  tripsina  (Griibler)  7  %  più 
di  acqua 

3 

7.5 

1 

cmc.  di 
8  cmc. 

una  soluzione  di  tripsina  (Griibler)  7  %  più 
di  infuso  pancreatico  bollito. 

3 

traccia 

Esperienza  II. 


Tripsina  Grùbler,  —  Durata  dell'esperienza  16  ore. 


Quantità 
di  soluzione 
di  tripsina 

Diluizione 

Siero 

Gelatina 

mm. 

mm. 

4 

cmc.     .  .  . 

2 

cmc.  di 

10 

4 

id.  ... 

I 

cmc.  di 

7 

7 

4 

id.  ... 

2 

id. 

id.   

5.5 

6 

4 

id.  ... 

3 

id. 

id.   

4.5 

2.5 

4 

id.  ... 

4 

id. 

id.   

2 

1 

4 

id.  ... 

4 

id. 

id.   

0 

0 

Risultato.  —  L'infuso  pancreatico  e  la  tripsina  inattivati  a 
100°  C.  o  per  10'  a  70°  C.  costituirebbero,  secondo  il  PoUak,  una  so- 
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stanza  la  quale  impedirebbe  la  fluidificazione  della  gelatìna  non  arre- 
stando  quasi  affatto  quella  del  siero.  Tale  sostanza,  soltanto  in  grande 
quantità,  arresterebbe  anche  la  fluidificazione  del  siero. 

Questo  anticorpo  si  produrrebbe  solamente  in  seguito  alV ebollizione 
della  soluzione  di  enzima  e  rjià  alla  temperatura  di  70°  prolungata  per 
10'.  Bollendo  la  soluzione  soltanto  per  5'  V anticorpo  non  verrebbe  di- 
strutto. 

Uanticorpo  suddet/o  non  sarebbe  specifico,  perchè  quello  ottenuto 
daWinfuso  di  pancreas  di  bue  sarebbe  attivo  contro  la  tripsina  di  pan- 
creas di  cavallo. 

Ciò  si  vede  chiaramente  dalla  2'  tabella. 

Critica.  —  Lo  strato  fluidificato  in  2  tubetti  identici  (identità 
relativa)  conservati  nelle  stesse  condizioni,  dànno  talora  risultati 
differenti,  cioè  il  numero  di  millimetri  dello  strato  sciolto  non  com- 
bina sempre  esattamente  :  quindi  per  avere  i  risultati  decisivi  è  indi- 
spensabile, come  ho  dimostrato  anche  in  ultimo  mio  lavoro  (1),  di 
fare  sempre  3-5  prove  (tubetti)  invece  di  una. 

Ora,  ciò  non  ha  fatto  il  PoUak,  il  quale  se  anche  ha  ripetuto  in 
vario  modo  l'esperienza  ottenendo  lo  stesso  risultato,  si  è  pure  con- 
tentato quasi  sempre  di  un'unica  prova.  Le  sue  esperienze  perciò 
non  possono  essere  probative  in  una  quistione  così  delicata. 

Il  Pollak  sostenne  inoltre  che  vi  sono  dei  preparati  di  tripsina  i 
quali  fluidificano  il  siero  meglio  della  gelatina  (!),  e  ciò  perchè  in 
una  esperienza  fatta  con  soli  due  (!)  tubetti  avrebbe  trovato  una 
fluidificazione  di  9  miUimetri  per  tubetto  di  siero,  e  7.5  millimetri 
per  quello  della  gelatina.  Ora  prima  di  tirare  una  conclusione  di 
tanta  importanza  da  così  lievi  differenze,  l'A.  avrebbe  dovuto  ripe- 
tere la  ricerca  con  un  numero  molto  maggiore  di  tubetti  di  gelatina 
e  di  siero. 

Lo  scrivente,  per  esempio,  pur  avendo  ripetute  simili  esperienze 
una  infinità  di  volte,  non  ha  mai  potuto  osservare  un  fatto  simile; 
egli  ha  dimostrato  invece  essere  la  gelatina  sempre  qualche  centinaio 
di  volte  più  sensibile  del  siero,  così  che  mentre  la  gelatina  può  rile- 
vare la  presenza  della  ti-ipsina  diluita  all'I:  100,000-500,000  e  più 
ancora  (secondo  l'attività  della  tripsina),  il  siero  di  sangue  non  la 
rivela  che  all'I  :  1000  (2). 


(1)  Claudio  Fermi.  Metodi  vecchi  e  nuovi  nella  ricerca  e  nello  studio 
degli  enzimi  proteolitici.  Giornale  della  R.  Accademia  Italiana  d'Igiene, 
anno  1905. 

(2)  C.  Fermi.  Metodi  vecchi  e  nuovi  nella  ricerca  e  nello  studio  degli 
enzimi  proteolitici.  Giornale  della  R.  Società  Italiana  d'Igiene,  anno  1905. 
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Inoltre  le  soluzioni  di  tripsina  al  4-7  %  usate  dal  PoUak  erano 
troppo  concentrate,  e  quando  le  concentrazioni  di  tripsina  sono  troppo 
forti  non  si  riesce  sempre  a  mettere  in  rilievo  certe  delicate  diffe- 
renze, perchè  la  relazione  tra  concentrazione  e  fluidificazione  scompare. 

L'A.  avrebbe  inoltre  dovuto  ripetere  le  esperienze  non  soltanto 
con  tripsina  bollita,  ma  anche  con  soluzioni  bollite  di  vari  albumi- 
noidi  per  assicurarsi  se  si  trattava  di  un  vero  anticorpo  e  non  di 
un'azione  fissatrice  semplice,  comune  più  o  meno  a  tutti  gli  albu- 
minoidi. 

Ciò  che  non  fece  il  Pollale  venne  eseguito  invece  dallo  scrivente, 
il  quale  istituì  varie  serie  di  ricerche,  provando  l'azione  della  tripsina 
sul  siero  e  sulla  gelatina  coU'aggiunta  non  soltanto  di  tripsina  bol- 
lita, ma  anche  di  soluzioni  di  altri  albuminoidi  (albume,  siero,  gela- 
tina, caseina,  peptone,  pepsina  allo  stato  liquido  e  solido). 

Le  esperienze  poi  furono  numerose  e  svariate;  con  tutto  ciò, 
come  si  vedrà,  io  non  ho  mai  potuto,  non  soltanto  dimostrare,  ma 
neanche  sospettare  la  presenza  dell'anticorpo  che  avrebbe  trovato 
il  Pollak. 

Le  esperienze  vennero  istituite  secondo  il  prospetto  seguente  : 

A.  Potere  antiglutinolitico  della  tripsina  bollita  (preteso  anti- 
corpo del  Pollak)  confrontato  con  quello  di  altri  albuminoidi,  provato 
sulla  tripsina. 

B.  Azione  antisierolitica  della  tripsina  bollita  e  di  altri  albu- 
minoidi provato  sulla  tripsina. 

C.  Potere  antialbumoiitico  della  tripsina  bollita  e  di  altri  al- 
buminoidi sulla  tripsina. 

D.  Potere  antifibrinolitico  della  tripsina  bollita  e  di  altri  albu- 
minoidi. 

E.  Potere  antiglutinolitico  dell'  infuso  di  pancreas  inattivato 
e  di  altri  albuminoidi. 

A.  —  Preteso  potere  antiglutinolitico  della  tripsina  bollita 
confrontato  con  quello  di  altri  albuminoidi  sulla  tripsina. 

Esperienza  I.  —  In  tubetti  contenenti  gelatina  al  5  %,  sodica 
al  2%,  si  versò  1  cmc.  di  tripsina  Merk  1  :  400.000  e  si  aggiunsero 
albuminoidi  in  dadi  di  3  x  10  millimetri  oppure  0.25  cmc.  in  so- 
luzione al  20  %.  Il  14  maggio  si  misurarono  gli  strati  di  gelatina 
sciolta  e  si  ebbero  i  seguenti  risultati  : 
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Tripsina 
bollita 

Pepsina 

Peptone 

Gelatina 
liqaida 

Gelatina 
iu  dadi 

Caseina 

Siero  liquido 

Siero  in  dadi 

Albume 
liquido 

Albume 
coagulato 
in  dadi 

Soluzione 
di  albume 

secco 

Carta  bibula 

Controllo 
tripsina  sola 

ram. 

mm. 

nim. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

Prova  1"  

7 

7 

6 

3 

10 

10 

6 

10 

3 

6 

Ifi 

7 

12 

16 

4 

7 

3  % 

18 

Risultato  1°.  -~  Come  si  vede  il  peptone,  il  siero  in  dadi  e  per- 
sino la  carta  bibula  esercitarono  un  maggior  potere  triptofissatore  ed 
antitriptioo  della  tripsina  bollita,  perciò  non  è  i!  caso  di  parlare  di 
uno  speciale  potere  antitriptioo  di  quest'ultima. 

2°.  —  In  generale  gli  albuminoidi  liquidi  esercitarono,  come  era 
da  prevedersi,  una  azione  antitriptica  maggiore  di  quella  dei  solidi. 

Esperienza  II.  —  In  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina  al 
3  %,  sodica  al  2  %,  si  versò  1  cmc.  di  tripsina  Merk  all'I  %  e 
poscia  si  aggiunsero  albuminoidi  diversi,  sia  soli  che  mescolati  a 
tripsina  bollita.  Detti  albuminoidi  si  usarono  tanto  in  soluzione 
(20  %)  in  ragione  di  0.15  cm.  per  tubetto,  che  in  dadi  di  IO  x  3  mm. 
sospesi  entro  la  tripsina  mediante  un  cerchietto  di  rete  metallica. 

Per  ogni  prova  si  fecero  due  tubetti. 

Il  30  marzo  ed  il  3  aprile,  cioè  dopo  5  e  dopo  10  giorni,  si  misurò 
lo  strato  di  gelatina  sciolta  dei  singoli  tubetti  e  si  raccolsero  i  risul- 
tati, che  figurano  nella  sottostante  tabella. 


PROVE 

Pepsina 

Pepsina  +  tripsina 
bollita 

Peptcne 

Peptone  +  tripsna 
bollita 

Gelatina  liquida 
10  % 

Gelatina  liquida 
10  %  +  tripsina 
bollita 

Gelatina  sollda.10% 

Gelatina  solida  lo  % 
+  tripsina  bollita 

Siero  coagulato 

Siero  coagulato 
+  tripsina  bollita 

Contrullo,  tripsina 
bollita  sola 

Controllo,  tripsina 
sola 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

1  dopo  5  giorni 

iVz 

3  % 

3  ¥2 

2  >/2 

3  •  i 

3  li 

4 

4 

4 

4 

0 

4 

Prova  l'' 

1  dopo  10  giorni 

9% 

10 

10  i/ó 

13 

9 

9  i/i 

11 

9  1/2 

10  1/0 

10 

0 

11 

(  dopo  6  giorni 

3 

4  % 

3 

3 

4 

3  % 

4 

4 

*  V2 

3  14 

0 

5 

Prova  2* 

1  dopo  10  giorni 

11 

11 

10  y. 

10 

9% 

9  '4 

II 

9  Vz 

10 

9 

0 

11 

Risultato.  —  1°  Anche  questa  complessa  esperienza  dimostra  non 
esistere  affatto  l'anticorpo  del  Pollak.  Infatti  non  vi  fu  differenza 
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nel  potere  antitriptico  dei  vari  albuminoidi,  sia  soli  che  uniti  alla 
tripsina  bollita. 

2°  Anche  qui  gli  albuminoidi  allo  stato  liquido  esercitarono  una 
maggiore  azione  antitriptica  in  confronto  ai  solidi.  Ciò  si  spiega  per- 
chè gli  albuminoidi  emulsionati  o  disciolti,  fissano,  cioè  sottraggono 
alla  gelatina,  un  maggior  numero  di  molecole  di  enzima  che  non  allo 
stato  solido;  inoltre  gli  albuminoidi  suddivisi  depositandosi  sulla  ge- 
latina, quantunque  trascinino  sulla  medesima  maggior  quantità  di 
enzima,  ne  ostacolano  tuttavia  l'azione  più  di  quelli  in  dadi. 

Ricerca  III.  —  Distribuii  5  cmc.  di  tripsina  all'  1  Voo  in  provette, 
indi  posi  in  una  0.5  gr.  di  caseina  A  nella  2*  0.5  gr.  di  caseina  B 
in  forma  di  dadi;  nella  3'^  provetta  posi  lo  stesso  peso  di  carta 
da  filtro  in  forma  di  tanti  dischetti  e  nella  4^  provetta  non  misi 
nulla  rimanendo  questa  per  controllo. 

Dopo  24  ore  che  le  provette  erano  rimaste  alla  temperatura 
di  37°  distribuii  un  cmc.  della  soluzione  di  tripsina  contenuta  nelle 
medesime  diluita  all' 1 :  5000  in  tubetti  del  calibro  di  6  mm.  Dopo 
1-2-3-4  5-13-21-29-39  giorni  venne  misurato  lo  strato  di  gelatina  sciolto. 

I  risultati  ottenuti  sono  raccolti  nella  tabella  sottostante  : 


Fluidificazione  della  gelatina  dopo  giorni  : 


1 

2 

3 

i 

5 

13 

21 

29 

39 

mm. 

■  mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

0 

0.75 

1  5 

2 

2,5 

6 

9 

12.5 

18 

0 

0 

0.25 

0.5 

1 

3.5 

4  5 

7.5 

13 

0 

0 

1 

15 

2 

6 

U 

22 

32 

1 

3 

3  5 

4.5 

5,5 

17 

22 

27.5 

37 

(1)  Questa  caseina  B  era  più  compatta  di  quella  A. 


Da  questa  tabella  appare: 

1.  Che  la  caseina,  come  era  da  prevedersi,  ha  fissato  parte  del- 
l'enzima gelatinolitico  e  precisamente  che  la  caseina  A  ne  fissò  la  % 
circa,  mentre  la  caseina  B  meno  ricca  d'acqua,  ne  fissò  ^/j. 

2.  Che  la  carta  ha  dimostrato  pure  un  potere  fissatore,  ma 
molto  inferiore  alla  caseina. 

Ora  se  la  caseina  non  avesse  fissato  in  sì  grande  proporzione 
l'enzima  gelatinolitico  avremmo  potuto  concludere  che  forse  la  gela- 
tinolisi  e  la  caseinolisi  appartengono  a  due  enzimi  distinti.  Siccome 
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detta  fissazione  dell'enzima  gelatinolitico  da  parte  della  caseina  è  av- 
venuta in  grado  altissimo,  la  monovalenza  o  specificità  degli  enzimi 
non  trova  sostegno  nei  risultati  di  questa  esperienza. 

Esperienza  IV.  —  Il  31  marzo  1905  in  tubetti  contenenti  1  cmc.  ai 
gelatina  3  %,  sodica  al  2  %,  si  versa  I/2  cmc.  di  tripsina  Merk  1 :  25,000 
coll'agfriunta  di  0.5  delle  soluzioni  dei  vari  albuminoidi  preparate 
al  20  %. 

Il  5  aprile  si  misurò  lo  strato  di  gelatina  sciolto  e  si  ebbero  i 
seguenti  risultati  : 


Tripsina 
bollita 

Pepsina 

Peptone 

Albume 
s»cco 

Controllo 
tripsina  o.5 

più 
acido  fenico 

0,6 

Prova 

5  14 

5 

4 

3% 

8V> 

Id. 

6 

6% 

4 

4 

7  V2 

Risultati.  —  1°  Anche  questa  esperienza  nega  senz'altro  l'esistenza 
d'un  anticorpo  nella  tripsina  bollita. 

2°  Anzi  la  tripsina  bollita  esercitò  un  potere  antitriptico  inferiore 
alla  pepsina,  al  peptone  ed  all'albume  secco. 

Esperienza  V.  —  Il  5  aprile  in  tubetti  contenenti  I  cmc.  di  ge- 
latina al  3  %,  sodica  all'  1  %,  si  versò  1  cmc.  di  una  mescolanza  a 
parti  eguali  di  soluzioni  di  tripsina  Merk  1 :  100,000-200,000  e  la  stessa 
quantità  delle  soluzioni  dei  soliti  albuminoidi  dopo  che  queste  mi- 
scele erano  state  per  4  giorni  a  30°  C. 

Il  risultato  ottenuto  dopo  2  giorni  fu  il  seguente: 


Tripsina 
bollita 

Pepsina 

Peptone 

Albume 

secco 

Controllo 
tripsina  sola 

1 : 200, 000 
1 :  100,  000 

3 
4 

4 
5 

4 

4  14 

6 

61/. 

14  Vi 
16 

Risultato.  —  1°  Anche  in  questo  caso  rimane  esclusa  l'esistenza 
dell'anticorpo  del  Pollak.  Infatti  il  potere  antitriptico  della  tripsina 
sola  fu  presso  a  poco  uguale  a  quello  degli  altri  albuminoidi. 
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B.  Pretesa  azione  antisierolitica  della  tripsina  bollita 
confrontata  con  quella  dì  altri  albuminoidi  sulla  tripsina. 

Esperienza  VI.  —  25  marzo  1905.  In  tubetti  contenenti  1  cmc.  di 
siero  di  sangue  di  bue  ammoniacale  (20  %  di  n.  43),  coagulato  a 
70  per  14  ^^^y  si  versò  1  cmc.  di  tripsina  Merk  1  °/oo.  ©  si  aggiun- 
sero i  vari  albuminoidi  soli  o  combinati  fra  loro  a  due  a  due.  Ecco 
il  risultato  ottenuto  : 


Siero 
ammonia- 
cale 

Siero 
ammonia- 
cale 
tripsina 
bollita 

Siero 
ammonia- 
cale 
pepsina 

Siero 
ammoniacale 
pepsina 
tripsina 
bollita 

Siero 
ammonia- 
cale 
peptoce 

Siero 
ammoniacale 
peptone 
tripsina 
bollita 

mva. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

Prova  l''.  .  . 

10 

10 

13 

14 

17  V'i 

Risultato.  —  Fra  il  potere  antitriptico  della  tripsina  bollita  e 
quello  degli  altri  albuminoidi  non  si  è  osservata  una  differenza  costante 
e  degna  di  considerazione  sul  potere  sierolitico  della  tripsina. 


Esperienza  VII .  —  Il  30  marzo  1905,  in  tubetti  contenenti  1  cmc. 
di  siero  di  sangue  di  bue  ammoniacale,  si  versò  14  cmc.  di  tripsina 
Merk  1  °/oo  -f  cmc.  di  vari  albuminoidi  sottoposti  alla  ebolli 
zione  per  15'. 

Misurato  il  4  aprile,  cioè  dopo  5  giorni,  lo  strato  di  siero  sciolto, 
si  ebbero  i  risultati  seguenti: 


Tripsina 
bollita 

Pepsina 

Peptone 

Soluzione 
di  albume 
secco 

Controllo 
tripsina  0.5 
acido  fenico 
0.5 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

6  14 

6 

4 

8 

9 

5 

6 

4 

6 

8 

Risultato.  —  Anche  in  questo  caso  si  dovette  escludere  qualsiasi 
anticorpo  nella  tripsina  bollita:  infatti,  la  tripsina  bollita  si  è  com- 
portata come  gli  altri  albuminoidi  sperimentati. 


Esperienza  Vili.  '■ —  Il  5  aprile  1905  in  tubettico  ntenenti  1  cmc. 
di  siero  di  sangue  di  bue,  sia  semplice  che  ammoniacale  al  Ì5  %,  versai 
1  cmc.  di  una  mescolanza  a  parti  uguali  di  tripsina  Merk  e  di  albu- 
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minoidi,  dopo  che  queste  mescolanze  erano  state  per  4  giorni  nel 
termostato  a  30". 

Il  risultato  ottenuto  dopo  5  giorni  fu  il  seguente: 


Tripsina 

Soluzione 

Controllo 

bollita 

Pepsina 

Peptone 

di 

albume 

tripsina 
sola 

secco 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

7  V-i 

11 

9  lo 

16 

20 

Siero  ammoniacale  .  .  . 

14 

10 

12 

17 

19 

(  0 

0 

0 

0 

0 

(  0 

0 

0 

0 

0 

Risultato.  —  Anche  in  questo  caso  non  venne  dimostrata  alcuna 
azione  antitriptica  da  parte  della  tripsina  bollita,  tanto  piiì  che  la 
pepsina  ed  il  peptone  avrebbero  mostrato  presso  a  poco  la  stessa  azione 
della  tripsina  bollita. 

Esperienza  IX.  —  Il  5  aprile  in  tubetti  contenenti  1  cmc.  di 
siero  di  sangue  dì  bue,  sia  semplice  che  ammoniacale  al  lo  %,  versai 
1  cmc.  di  una  soluzione  a  parti  eguali  di  tripsina  Merk  e  di  sostanze 
albuminoidi,  dopo  che  questa  miscela  era  stata  per  4  giorni  a  30°. 

Il  risultato  ottenuto  dopo  7  giorni  fu  il  seguente  : 


Tripsina 
bollita 

Pepsina 

Peptone 

Albume 
secco 

Controllo 
tiipgina 
sola 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

Siero  ammoniacale  .  .  . 

8 

5 

3 

6 

8 

Risultato.  —  In  questo  naso  la  tripsina  bollita  avrebbe  dimo- 
strato un  potere  antitriptico  molto  inferiore  agli  altri  albuminoidi. 

C.  —  Preteso  potere  antialbuniolitico  de]la  tripsina  bollita 
confrontato  con  quello  di  altri  albuminoidi  sulla  tripsina. 

Esperienza  X.  —  Il  5  aprile  1905,  in  tubetti  contenenti  1  cmc.  di 
albume  coagulato,  ammoniacale  al  20%,  si  versò  1  cmc.  di  una  me- 
scolanza in  parti  eguali  di  tripsina  Merk  e  di  soluzioni  di  vari  albu- 
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minoidi  al  2  %  bollite  per  15'  e  dopo  che  la  mescolanza  era  stata  per 
4  giorni  a  30°. 

Il  risultato  ottenuto  dopo  9,  17  e  37  giorni  fu  il  seguente: 


Tiipsioa  bollita 

Pepsina 

Peptone 

Soluzione 
di  albume  secco 

Dopo  giorni 

Etopo  giorni 

Dopo  giorni 

Dopo  giorni 

9 

17 

37 

9 

37 

9 

17 

37 

9 

17 

37 

Albume  ammoniacale. 

mm. 
0 

mm. 
2 

mm. 

G 

mm. 
2 

mm. 

mm. 
5 

mm. 

21/2 

mm. 
9 

mm. 
15 

mm. 

mm. 
7 

mm. 
10 

Risultato.  —  Anche  riguardo  al  potere  ovoalbumolitico  si  è  con- 
statato nella  pepsina  bollita  un'azione  antitriptica  superiore  a  quella 
della  tripsina. 

D.  —  Preteso  potere  autifibrinolitico  della  tripsiDU  bollita 
confrontato  con  quello  di  altri  albuminoidi. 

Per  vedere  come  si  comportava  la  solubilità  della  fibrina  in 
presenza  di  altri  albuminoidi  si  fece  l'esperienza  seguente  : 

Esperienza  XI.  —  In  provette  contenenti  5  cmc.  di  tripsina  Grii- 
bler  1  %o,  preparata  sia  con  soda  (tripsina  1,  soda  2,  acido  fenico  5, 
acqua  distillata  1000)  ed  anche  senza  soda,  si  pose  un  fiocco  di 
fibrina  nonché  i  soliti  albuminoidi  liquidi  (^2"!  cmc.)  e  solidi,  e  si 
posero  le  prove  a  30°  C. 

Dopo  3  giorni  si  ebbe  il  seguente  risultato: 


Albume 

Siero 

Gelatina 

Controllo 

solido 

liquido 

solido 

liquido 

solida 

liquida 

fibrina  sola 
senza 

cmc. 

1 

cmc. 

V2 
cmc. 

1 

cmc. 

Vz 
cmc. 

1 

cmc. 

Vz 
cmc. 

1 

cmc. 

Vz 
cine. 

1 

cmc. 

Vz 
cmc. 

1 

cmc. 

albuminoidi 

Tripsina  con  BOda  . 

-  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

+  - 

+  + 

+  + 

Tripsina  senza  soda. 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+ 

+  - 

++ 

+  + 

+  + 

Risultato.  —  1°  Come  si  vede,  i  vari  albuminoidi  esercitarono  il 
loro  potere  antitriptico  anche  rispetto  al  potere  fibrinolitico. 
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2°  Il  potere  antifibrinolitico  è  stato  maggiore  come  al  solito  legni 
albuminoidi  liquidi  (siero,  albume)  che  nei  solidi. 

La  gelatina,  tanto  liquida  che  solida,  dimostrò  un  potere  anti- 
fibrinolitico sulla  tripsina  minore  del  siero  e  dell'albume. 

Ripetuta  contemporaneamente  l'esperienza,  mettendo  la  fibrina 
24  ore  dopo  che  la  tripsina  era  stata  a  contatto  cogli  albuminoidi, 
ottenni  il  seguente  risultato: 


Albume 

Siero 

Gelatina 

Controllo 

solido 

liquido 

solido 

liquido 

solida 

liquida 

fibrina  .'<ola 
senza 

cmc. 

1 

cmc. 

'A 
crac. 

1 

cmc. 

cine 

1 

cmc. 

'A 
cine. 

1 

cmc. 

cmc. 

1 

cmc. 

1/; 
cmc. 

1 

cmc. 

albuminoidi 

Tripsina  con  aoda  . 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

Tripsina  senza  soda. 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

Risultato.  —  Facendo  agire  previamente  i  tre  albuminoidi  sud- 
detti per  24  ore  sulla  tripsina,  si  ebbe  presso  a  poco  lo  stesso  ri- 
sultato. 

Il  potere  antitriptico  si  deve  probabilmente  interpretare  con  la 
fissazione  e  quindi  con  la  sottrazione  della  tripsina  che  dovrebbe 
agire  sulla  fibrina.  Ecco  perchè  in  presenza  degli  albuminoidi  allo 
stato  liquido,  fissanti  più  quantità  di  tripsina  che  allo  stato  solido, 
la  fibrina  non  venne  sciolta  affatto. 

Esperienza  XII.  —  In  provette  contenenti  5  cmc.  di  una  solu- 
zione di  tripsina  Griibler  1  :  1000  carbonato  sodico  al  2  "/co  +  acido 
fenico  1  %,  si  pose  in  alcune         cmc.  di  gelatina  al  10  %,  in  altre 

cmc.  di  siero,  ed  in  altre  ancora  ^-1  di  albume. 

I  tre  albuminoidi  vennero  provati  sia  liquidi  che  solidi. 

Si  ripetè  tutta  l'esperienza  con  tripsina  senza  soda. 

Ciò  fatto  si  mise  in  tutte  le  provette  un  fiocco  di  fibrina  e  si 
posero  alla  temperatura  di  30°. 

Si  ripetè  l'intera  esperienza  ponendo  la  fibrina  24  ore  dopo  che 
la  tripsina  era  stata  a  contatto  con  i  tre  albuminoidi. 

Dopo  3  giorni  si  osservò  se  la  fibrina  era  stata  sciolta  o  no,  e  si 
segnarono  i  risultati  nella  sottostante  tabella  : 
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rollo 

+  + 

+  + 

Cont 

+  : 

+  : 

Albume 

a 

o  ° 

2 

3   

o  o 
o  o 

■S  ° 
^  a 

o  o 
o  o 

ò 

e 

o 

O  11 

•a 

_L  + 

:  1 

Soli 
%  cmc. 

+  1 
1  1 

Siero 

a 

o 

o  o 
o  o 

s   

;^! 

o  o 
o  o 

a 

o 

O 

•a 

1  1 

+  + 

+  + 

o  ò 

«  a 

o 

1  1 

+  + 

+  + 

Gelatina 

d 

a 

a  u 

S  rH 

3 

1  + 

1  + 

C 

;g  1 

;S 

1  1 

1  + 

+  1 

o 

a 

+  + 

a 

+  + 
+  + 

Trin^ìna  pati  QnHfi 

Id.    senza  soda 

o 
s 


"e 


o 

fi, 

'te 


S 
o 


Controllo 

+  + 

+  + 

+  + 
+  + 

+  + 
+  + 

Albume 

o 

S 

o  " 

9 

1  ! 

1  1 

CT 

—  o 

^  a 

o 

+  + 
+  + 

a 

O  1-H 

■a 

+  + 
+  + 

O  ci 

«  a 

+  + 
+  + 

Siero 

1 

o  ° 
■O  ri 

3   

O  O 

o  o 

e 

^  a 

O  O 

o  o 

e 

O  r-1 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

Qf  latina 

ci 

OS  S 
— 

3 

+     =!:  + 

+  ^+ 

C 

a 

1  1 

+  + 

+  + 

u 

cS  1-1 

•o 

ti- 

"o  u 

a 

+  + 
+  + 

iripsina  con  soda  . 
Id.     senza  soda 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 

1.  L'albume  e  il  siero  coaguiati,  sia  nella  i^roporzione  di  che 
di  1  crac,  non  impedirono  lo  scioglimento  della  fibrina  posta  subito: 
la  tripsina  quindi  non  era  stata  fissata  tanto  da  non  agire  più  sulla 
fibrina. 

2.  Che  invece  i  du*^  suddetti  albuminoidi  allo  stato  liquido  fis- 
sarono tanta  fìbrinasi  da  impedire  completamente  lo  scioglimento  della 
fibrina;  ciò  che  parla  contro  la  fissazione  specifica  da  parte  degli 
albuminoidi  e  contro  la  specificità  delle  proteasi. 

3.  Che  la  gelatina  tanto  solida  che  liquida  non  impedi  lo  scio- 
glimento della  fibrina,  quantunque  in  presenza  della  gelatina  allo 
stato  liquido  la  fibrina  fosse  stata  sciolta  meno  che  in  presenza  della 
gelatina  solida. 

4.  Tanto  immergendo  la  fibrina  nella  tripsiiìa  dopo  5'  che 
dopo  241*  ,  che  la  tripsina  era  stata  a  contatto  con  gli  altri  albumi- 
noidi, non  si  è  trovata  differenza  nello  scioglimento  della  fibrina 
tanto  in  presenza  del  siero  e  della  gelatina  che  in  presenza  dell'al- 
bume solidificato.  Invece,  mentre  in  presenza  dell'albume  liquido  la 
fibrina  rimase  intatta  se  immersa  dopo  5',  venne  sciolta  invece  se 
immersa  dopo  24  ore.  In  quest'ultimo  caso,  peraltro,  la  fibrina  in 
presenza  dell'albume  liquido,  nella  proporzione  di  1  cmc,  si  sciolse 
meno  che  in  presenza  di  solo  V2  cmc.  di  detto  albuminoide. 

E.  Potere  autiglutìuolitico  dell'iufuso  di  paucreas  inattivato 
e  (11  altri  albuminoidi. 

Ricerca  XIII.  Si  preparò  1.  un  infuso  di  pancreas,  e,  per  contro- 
prova, anche  di  rene  e  di  milza  (bue)  in  200  di  ac.  fen.  1  %. 

2.  5  tubetti  contenenti  l  cmc.  di  gelatina  solida  10  %,  neutra 
+  ^'2  cmc.  di  infuso  di  pancreas,  +    2  cmc.  di  ac.  fenico  '^/..  %. 

3.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina  +  '/o  cmc.  di  infuso 
di  pancreas,  +  1/2  cmc,  di  infuso  di  pancreas  riscaldato  a  80°  per 
10  minuti. 

4.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina,  +  2  cmc.  di  infuso 
di  pancreas,  +  V2  cmc.  di  infuso  di  rene. 

5.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina,  +  ^/^  cmc.  di  infuso 
di  pancreas,  -j-  i/o  cmc.  di  infuso  di  rene  riscaldato  a  80°. 

6.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina,  +  1/2  cmc.  di  infuso 
di  pancreas,  +  I/2  cmc.  di  infuso  di  milza. 

7.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina  +  ^  2  cmc.  di  infuso 
di  pancreas,  +  ^  '2  cmc.  di  infuso  di  milza  riscaldato  ad  80°  C.  per  10'. 
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8.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  siero  semplice  coagulato  a  70°  C. 
per  30  minuti,  +  Va  cmc.  di  infuso  di  pancreas^  +  1/2  cmc.  di  acido 
fenico  1/2  %. 

9.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  siero  coagulato  +  1/2  cmc.  di 
infuso  di  pancreas  riscaldato  a  80°  per  10'. 

10.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  siero  +  V2  cmc.  di  infuso 
di  rene. 

11.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  siero  +  ■^/2  cmc.  di  infuso 
di  rene  riscaldato  a  80°. 

12.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  siero  fresco  +  1/2  cmc.  di 
infuso  di  pancreas  -f  1/2  cmc.  di  infuso  di  milza. 

13.  5  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  siero  fresco  +  V2  cmc.  di  infuso 
di  pancreas,  +  V2  cmc.  di  infuso  di  milza,  riscaldato  a  80". 

14.  Dopo  6  giorni  si  misurò  lo  strato  di  gelatina  sciolt  a. 
I  risultati  ottenuti  figurano  nella  sottostante  tabella  : 


Gelatina 

Siero 

1' 

2" 

3' 

r- 

2" 

sa 

6* 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

Pancreas  fresco  acido 
lenico 

9 

9 

8 

8 

10 

7 

6  7. 

6 

6 

6 

Pancreas  pancreas  + 
riscaldato  a  80°  10' 

7 

8 

8 

8 

7 

7 

8 

7 

7 

Pancreas  +  rene 
fresco 

9 

10 

9 

9 

9 

5 

6V3 

6 

7 

6 

Pancreas  +  rene  ri- 
scaldato a  80"^  10' 

9 

9  Va 

8 

9 

8 

5  Va 

7 

6 

7 

6  7. 

Pancreas  +  milza 
fresca 

8 

9 

9 

9 

5 

7 

8 

8 

7 

Pancreas  -f  milza  ri- 
scaldata a  80°  10' 

8 

9 

9 

9 

10 

6 

7 

9 

8 

8 

Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi: 

1°  Che  contrariamente  a  quanto  sostenne  il  Pollak,  l'infuso  pan- 
creatico riscaldato  ad  80°  per  10'  non  esercitò  un  potere  antìglutino- 
litico  sul  pancreas  fresco  superiore  ad  altri  organi,  quali  ad  esempio 
il  rene  e  la  milza,  ma  che  venne  anzi  superato  dal  tessuto  renale. 

2°  Che  il  potere  antiglutinolitico  dell'infuso  pancreatico  inatti- 
vato (80°  C.  per  15')  non  fu  affatto  superiore  al  potere  antisierolitico. 

Ora  se  anche  il  fatto  supposto  dal  Pollak,  che  la  tripsina  bollita 
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diminuisca  il  potere  gelatinolitico  molto  di  più  del  sierolitico,  fosse 
vero,  ciò  che  non  è,  può  l'A.  senz'altro  spiegarlo  ammettendo  l'esi- 
stenza di  due  enzimi  distinti  invece  di  due  proprietà  dello  stesso 
enzima? 

XIX.  —  Separazione  delle  varie  proteasi  parziali 
mediante  la  fissazione  ai  relativi  albuminoidi. 

Quantunque  gli  albuminoidi  come  tante  altre  sostanze  possano  fis- 
sare meccanicamente  e  quindi  passivamente  gli  enzimi,  tuttavia  do- 
vrebbe avverarsi  una  certa  fissazione  specifica  jiiù  pronunciata  per 
parte  dell'albuminoide  corrispondente  ad  ogni  singolo  enzima  parziale. 
Così,  per  esempio,  la  pretesa  glutinasi  dovrebbe  venire  fissata  in  mag- 
gior grado  dalla  gelatina,  la  fibrinasi  dalla  fibrina,  la  caseasi  dalla 
caseina,  la  serasi  dalla  siero,  ecc. 

Quantunque  già  da  alcune  esperienze  precedenti  si  possa  dedurre 
che  ciò  non  avvenga,  tuttavia  io  ho  istituite  queste  altre  esperienze 
in  proposito. 

Esperienza  I.  —  24  marzo  1905.  In  tubetti  contenenti  gelatina  al 
5  %,  sodica  al  2  %,  si  versò  1  cmc.  di  tripsina  Merk  1  :  400,000  e  si 
aggiunsero  albuminoidi  in  dadi  di  3  x  10  millimetri,  oppure  0.25  cmc. 
in  soluzione  al  20  %.  Il  14  maggio  si  misurarono  gli  strati  di  gela- 
tina sciolta  e  si  ebbero  i  seguenti  risultati  : 


Tripsina  (bollita) 

Pepsina 

Peptone 

Gelatina  liquida 

Gelatina  in  dadi 

Caseina 

Siero  liquido 

Siero  in  dadi 

Albume  liquido 

Albume  coagulato 
in  dadi 

Soluz.  di  albume 
Sficco 

Carta  bibula 

Controllo  tripsina 
sola 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

rara 

mm. 

mm. 

Prova  1».  .  .  . 

7 

7 

6 

3 

10 

6 

10 

3 

6 

l'J 

Id.   2» .  .  .  . 

7 

12 

16 

4 

3  ^'^1 

18 

Risultati.  —  1°  Contrariamente  a  ciò  che  doveva  accadere  se  le 
proteasi  fossero  monovalenti,  la  gelatina  liquida  ha  fissato  neutra- 
lizzato una  minor  quantità  di  glutinasi  che  non  il  siero  e  l'albume 
secco. 

2°  Anche  la  gelatina  solida  non  ha  fissato  maggior  quantità  di 
glutinasi,  della  caseina  e  dell'albume. 
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Esperienza  II.  —  In  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  gelatina  al  3  %, 
sodica  al  2  %,  si  versò  1  cmc.  di  tripsina  Merk  all'I  %  e  poscia  si 
aggiunsero  albuminoidi  diversi,  sia  soli  che  mescolati  a  tripsina  bol- 
lita, Detti  albuminoidi  si  usarono  tanto  in  soluzione  (20  %)  in  ragione 
di  0.15  cm.  per  tubetto,  che  in  dadi  di  10  x  3  mm.  sospesi  entro 
la  tripsina  mediante  un  cerchietto  di  rete  metallica  immerso  nella  me- 
desima ed  aderente  alla  superficie  interna  del  tubetto. 

Per  ogni  prova  si  fecero  due  tubetti. 

Popò  5  e  dopo  10  giorni  si  misurò  lo  strato  di  gelatina  sciolta 
dei  singoli  tubetti  e  si  raccolsero  i  risultati,  che  figurano  nella  sot- 
tostante tabella. 


PROVE 

Pepsina 

Peptone 

Gelatina 
liquida 

10  % 

Gelatina 
solida 
10  % 

Siero 
coagulato 

Controllo 
tripsina 

sola 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

l  dopo  5  giorni  .  . 

4  Va 

3  Vz 

3  V, 

•1 

i 

4 

Prova  1"  1 

(  dopo  10  giorni  .  . 

9  14 

10  % 

9 

11 

10  V2 

11 

l  dopo  5  giorni  .  . 

3 

4 

i 

4  1/2 

5 

Prova  < 

(  dopo  10  giorni  .  . 

11 

10  V2 

9  Vz 

11 

10 

Risultati.  —  Anche  da  questa  tabella  rilevasi  che  tanto  la  gelatina 
liquida  quanto  la  solida  fissarono  meno  o  tanta  glutinasi  quanto  il 
siero  e  persino  quando  la  pepsina  ed  il  peptone,  ciò  che  parla  una 
volta  di  più  contro  la  monovalenza  degli  enzimi. 

Esperienza  III.  —  In  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  albume  coagu- 
lato, ammoniacale  al  20  %,  si  versò  1  cmc.  di  una  mescolanza  in  parti 
eguali  di  tripsina  Merk  e  di  soluzioni  di  vari  albuminoidi  al  2  %  bol- 
lite per  15'  e  dopo  che  la  mescolanza  era  stata  per  4  giorni  a  30°, 

Il  risultato  ottenuto  dopo  9,  17  e  37  giorni  fu  il  seguente: 


Tripsina  bollita 

Pepsina 

Peptone 

Soluzione 
di  albume  secco 

Dopo  giorni 

Dopo  giorni 

Dopo  giorni 

Dop.)  giorni 

9 

17 

37 

9 

17 

37 

9 

17 

37 

9 

17 

37 

Albume  ammoniacale 

mm. 
0 

mm. 
2 

mm. 
6 

mm. 
2 

mm. 

mm. 

5 

mm. 

21/2 

mm. 
9 

mm. 
15 

mm. 

31/2 

mm. 

7 

mm. 
10 

Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  parimenti  che  anche  l'al- 
bume, invece  di  fissare  maggior   quantità  di  albumasi  come  avrebbe 
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dovuto  avvenire  se  la  tripsina  fosse  un  miscuglio  di  proteasi  mono- 
valenti, ne  fissò  in  grado  minore  che  non  il  peptone,  la  pepsina  e  la 
tripsina  inattivata,  confermando  cosi  i  risultati  e  le  conclusioni  pre- 
cedenti. 

Esperienza  IV.  —  Si  preparano  tubetti  contenenti  1  cmc.  di  i^ela- 
tina  5  %  ed  altri  1  cmc.  di  siero  coagulato.  Si  versò  in  ognuno  1  cmc. 
di  tripsina  all'I  "/oo  e  poscia  in  due  tubetti  di  gelatina  si  pose  1  dado 
di  gelatina  20  % ,  in  due  altri  2  dadi  e  così  fino  a  5  dadi.  Si  ripetè  lo 
stesso  per  i  dadi  di  siero  e  per  quelli  di  albume. 

Lo  stesso  si  fece  coi  tubetti  di  siero  e  di  albume. 

Prove  di  controllo  senza  i  suddetti  dadi  di  albuminoidi  non  ven- 
nero dimenticate. 

Dopo  10  giorni  si  raccolsero  i  risultati,  che  figurano  nella  sotto- 
stante tebella. 


Tubetti 

Dadi  di  gelatina 

Dadi  di 

siero 

Dadi 

di  albnmp 

Con- 
trollo 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

3 

4 

5 

1 

3 

4  1  ,-) 

mm. 

min. 

mm. 

mm. 

mm. 

inm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

mm. 

i  1* 

19 

191/2 

18 

18 

17 

19 

17 

12 

11 

10 

18 

1.5 

10 

10 

9 

20 

Tub.  di  gelatina' 

20 

19 

19 

18 

17 

18 

12 

11 

101/2 

17 

14 

11 

10 

9 '-'2 

21 

(  1" 

6 

51/2 

5 

4 

4 

5 

4 

4 

3'/3 

3 

5 

4 

3 

3 

2'/2 

7 

Tub.  di  siero.  . 

6 

9 

5 

5 

4 

5 

41/2 

4 

3 

3 

5 

4 

31/2 

3% 

i'/z 

«1/2 

Risultati.  —  Se  le  proteasi  fossero  monovalenti,  se  la  tripsina  fosse 
un  miscuglio  di  glutinasi,  di  fibrinasi,  di  cascasi  ecc  ,  la  glutinasi  a- 
vrebbe  dovuto  venir  fissata  dalla  gelatina  più  che  dal  siero,  invece  è 
avvenuto  tutto  il  contrario  il  siero  ha  fissato  più  della  pretesa  glu- 
tinasi, che  non  la  stessa  gelatina,  ciò  che  non  parla  certo  in  favore 
della  monovalenza  degli  enzimi  proteolitici. 

XX.  —  Separazione  delle  varie  proteasi  parziali 
iniettandole  nell'organismo. 

Come  ebbi  a  dimostrare  anch'Io  in  precedenti  ricerche  (1)  la  tripsina 
e  la  pepsina  iniettate  in  forti  quantità  sottocute,  nei  vasi  sanguigni 
e  nelle  cavità  (peritoneo)  scompaiono  dopo  5'-]0'  (animali  a  sangue 

(1)  Fermi  C.  Weitere  Untersuchimg&n  ùher  die  tryptichen  Enzy  me.  Arch. 
filr  Hygiene,  voi.  XIV,  pag,  44  —  Fermi  C.  Pernossi  L.  Studio  sugli 
enzimi.  Ann.  dell'Istituto  d'Igiene  deU'Univfisità  di  Roma,  voi.  IV  (nuova 
serie),  fase.  1    pag.  139  141. 
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caldo)  o  30'-60'  (animali  a  sangue  freddo),  neutralizzate  in  parte  o 
distrutte  dai  tessuti  ed  in  parte  eliminate  con  l'urina. 

Ora,  tanto  per  completare  lo  studio  intrapreso,  volli  vedere  se 
mai  per  questa  via  fosse  possibile  dimostrare  l'esistenza  degli  ipo- 
tetici enzimi  parziali. 

A  questo  scopo  istituii  le  tre  esperienze  seguenti: 

A)  Iniezioni  di  tripsina  e  pepsina  sottocute  nelle  vene  e  nel  pe- 
ritoneo di  animali  omeotermi  (mammiferi)  e  ricerca  dei  due  enzimi 
nel  liquido  peritoneale  e  nell'urina  mediante  i  5  soliti  albuminoidi. 

B)  Iniezione  dei  due  enzimi  direttamente  negli  organi  dell'animale. 

C)  Iniezione  dei  due  enzimi  in  aniìitali  eterotermi  (rane). 

A)  —  Iniezione  di  tripsina  e  pepsina  sottocute  nelle  vene 
e  nel  peritoneo  dei  cani. 

Metodo  di  ricerca.  —  Soluzioni  di  pepsina  e  tripsina  al  2  %  ven- 
nero iniettate  a  cani  ed  a  conigli  sottocute  (cmc.  25-50),  nella  giugulare 
(cmc.  10-50)  e  nel  peritoneo  (cmc.  50-100)  e  poscia  dopo  5  ore  si 
ricercarono  i  due  enzimi  nel  peritoneo  e  nell'urina  mediante  i  5  soliti 
albuminoidi.  I  risultati  figurano  nella  sottostante  tabella. 


Pepsina 

Tripsina 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

o 
m 

Alburno 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

a)  Cane  : 

Liquido  peritoneale  .  . 

+  + 

+  + 

+  + 

0  0 

0  0 

00 

0  0 

0  0 

00 

00 

00 

+  + 

+  + 

—  0 

00 

0  0 

+  + 

+  4- 

0  0 

00 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

-1-  + 

+  + 

00 

6)  Coniglio: 

+  + 

+  + 

00 

00 

0  0 

0  0 

00 

0  0 

00 

0  0 

00 

+  + 

4-  + 

—  0 

0  0 

0  0 

+  + 

+  + 

00 

00 

+  + 

+  ■+ 

+  + 

-}-  + 

+  + 

+  + 

+  + 

00 

Da  questa  tabella  si  rileva  quanto  seguti: 

1°  Che  non  è  mai  avvenuto  che  la  tripsina  e  la  pepsina  iniet- 
tate in  forte  quantità  nella  giugulare,  nel  peritoneo  e  sottocute  a 
cani  ed  a  conigli  e  ricercate  dopo  5  ore  nel  peritoneo  e  nell'urina, 
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avessero  perduto  il  potere  glatinolitico  e  conservato  il  fibrinolitico, 
il  caseinolitico,  ecc. 

2°  Che  mentre  nell'urina  si  riuscì  a  dimostrare  entrambi  gli  en- 
zimi, nel  peritoneo  invece  non  si  trovò  che  la  pepsina. 

3°  Che  tanto  della  pepsina  che  della  tripsina  non  si  riuscì  a 
dimostrare  altro  che  il  potere  gelatinolitico  (per  la  tripsina),  il  fibri- 
nolitico ed  il  caseinolitico,  mentre  risultato  negativo  diede  la  ricerca 
del  sierolitico  e  dell'albumolitico. 

B)  —  Iniezione  dei  due  enzimi  direttamente  negli  organi  dell'animale. 

Metodo  di  ricerca.  —  Nei  vari  organi  di  un  cane  appena  ucciso 
si  iniettarono  quantità  diverse  (30-20-10-5  cmc.  secondo  la  grandezza 
dell'organo)  di  una  miscela  di  tripsina  e  pepsina  al  2  %.  Ciò  fatto, 
si  provarono  more  soii<o  gli  infusi  filtrati  e  concentrati  dei  vari  organi 
sui  5  albuminoidi.  I  risultati  raccolti  dopo  5-10  giorni  figurano  nella 
sottostante  tabella. 
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Pepsina 

Albume 

OOOOOOOOO 

ooooooooo 

Siero 

OOOOOOOOO 

ooooooooo 

>e 

a 
« 

o 

ooooooooo 
oooooooo  c 

Fibrina 

OOOO-)-       1  ooo 
o        1       o       o        )         1        o       o  o 

Tripsina 

Albume 

ooooooooo 
o       o       o       o       o       o       o       ©  o 

Siero 

ooooooooo 
ooooooooo 

Caseina 

o       o                o        1         )        o       o  o 
1        o        1        o        )         1        o       o  1 

Fibrina 

oo  0-)--)-000 

1        o        1        o        1         1        o       o  1 

Gelatina 

Dopo 
24  ore 

oooo  i^ooo 
oooo-)--)-ooo 
OOOO          1          1        o        o  o 

Dopo 
6  ore 

oo        ~^o~t~       +      oo  ^~ 
oo       -)-o-)--)-"=''^  + 

oo         _|_0_|._)_00  _j_ 

Dopo 
5  minuti 

~t~o       ~^o       ~l~~l~o       o  ~^ 

+         0_|_0^_^00  + 

ORGANI 
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Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 

1°  Che  non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  la  tripsina  e  la  pepsina, 
iniettate  direttamente  negli  organi  di  cane  appena  morto,  conservas- 
sero il  potere  fibrinolitico  e  caseinolitico  e  perdessero  il  glutinolitico. 
Tutte  le  volte  che  si  potè  dimostrare  l'enzima  fibrinolitico  o  caseino- 
litico, si  potè  dimostrare  anche  sempre  il  glutinolitico. 

2°  Gli  organi  nei  quali  si  conservò  o  si  potè  dimostrare  la  tri- 
psina furono  il  cervello,  il  polmone,  la  milza,  il  rene  ed  i  muscoli. 
Diedero  invece  risultati  negativi  il  cuore,  il  fegato,  le  capsule  surre- 
nali e  le  glandolo  salivari. 

3"  La  pepsina  si  potè  dimostrare  soltanto  nella  milza  e  nel  rene 
e  solo  per  la  fibrina.  Non  è  improbabile  per  altro  che  modificando  le 
condizioni  di  esperimento  questi  ultimi  risultati  possano  alquanto 
cambiare. 

Esperienza  II.  —  Nei  vari  organi  di  un  cane  ucciso  da  5  ore  si 
iniettarono  quantità  diverse  di  una  miscela  di  tripsina-pepsina-emul- 
sina  al  2  %,  ciò  fatto  si  ricercò  la  tripsina  col  metodo  delle  capsule 
di  gelatina,  ponendo  sulla  medesima  tre  dati  di  ciascun  organo  ;  si 
ricercò  la  pepsina  ponendo  dadi  di  organi  in  provette  contenenti 
10  cmc.  di  HCl  2%o  e  si  ricercò  l'emulsina  (1)  ponendo  pezzetti  di 
organi  spappolati  in  provette  contenenti  10  cmc.  di  amigdalina  2  %, 
acido  fenico  1  %. 


(1)  L'emulsina  venne  provata  per  una  ragione  estranea  all'argomento. 
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4"  Quindi  anche  queste  esperienze  parlano  contro  la  monova- 
lenza o  specificità  degli  enzimi  proteolitici, 

C)  —  Iniezione  dei  due  enzimi  negli  animali  eterotermi  {rane). 

Metodo  di  ricerca.  —  Si  iniettarono  sottocute  a  20  rane  un  totale 
di  100  cmc.  (5  cmc.  per  rana)  di  una  soluzione  al  2  %  di  pepsina  e 
tripsina,  e  poscia  si  uccisero  gli  animali,  si  preparò  un  infuso  ac- 
quoso dai  medesimi  e  dopo  5  24  ore  si  ricercarono  i  due  enzimi  me- 
diante i  5  albuminoidi.  I  risultati  figurano  nella  sottostante  tabella. 


Enzimi 

Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Pepsina  ........ 

00 

0  0 

Controllo   . 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

.„.,  0 

00 

00 

Controllo  ......... 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue  : 

P  Che  non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  la  tripsina  e  la  pepsina 
iniettate  nell'organismo  di  animali  eterotermi  (rane)  conservassero  il 
potere  fibiinolitico  e  caseinolitioo  e  perdessero  il  glutinolitico.  Tutte 
le  volte  che  si  potè  dimostrare  l'enzima  fibrinolitico  o  caseinolitico, 
si  potè  dimostrare  anche  sempre  il  glutinolitico. 

2°  Della  tripsina  e  della  pepsina  iniettate  nelle  rane  non  si  potè 
più  dimostrare  il  potere  sierolitico  ed  albumolitico. 

XXI.  —  Separazione  delle  pretese  proteasi  parziali,  mediante  i 

sieri  specifici. 

Il  siero  ottenuto  da  animali  trattati  con  tripsina  dotata  esclusi- 
vamente di  potere  glutinolitico  o  fibrinolitico  o  caseinolitico,  è  anche 
dotato  di  solo  potere  antiglutinolitico  o  antifibrinolitico  od  auticasei- 
nolitico  ? 
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Se  la  tripsina  fosse  un  miscuglio  di  glutinasi,  fibrinasi,  cascasi, 
serasi,  ed  abbumasi,  ecc.,  ne  dovrebbe  accadere  che  un  siero  ottenuto 
da  animali  trattati  con  tripsina  contenente  soltanto  glutinasi,  Sbri- 
nasi e  cascasi,  dovrebbe  essere  dotato  soltanto  di  potere  antiglutino 
litico,  antifibrinolitico  ed  anticaseinolitico,  ma  non  già  di  potere  an- 
tìserolitico  ed  antialbumolitico.  Per  decidere  la  quistione,  istituii  questa 
prima  esperienza  di  orientamento. 
Metodo  di  ricerca. 

1°  Un  cane  viene  trattato  per  1  mese  mediante  una  iniezione 
quotidiana  di  1  cmc.  di  tripsina  Gliibler  1  :  200  +  acido  fenico  1  %, 
riscaldata  2  ore  a  50°-  C.  Dopo  10  giorni  dalla  fine  del  trattamento 
si  cava  il  sangue  e  si  prepara  il  siero. 

2°  In  tubetti,  contenenti  gelatina  10%  (+  carbonato  di  soda  ^4 
e  +  acido  fenico  1  %)  ed  1  cmc.  di  tripsina  1  : 5.000,  si  aggiungono 
^/lo-^/io-^/io  di  siero  di  cane  normale  e  di  cane  immunizzato  con 
tripsina  dotata  di  solo  potere  glutinolitico  e  fibrinolitico. 

3°  In  provette  contenenti  5  cmc.  di  tripsina  5  %  +  dadi  di 
fibrina,  di  caseina,  di  siero  e  di  albume  si  aggiungono  */io-^/io  ed 
1  cmc.  dei  due  sopradetti  sieri. 

4°  Posti  i  tabetti  a  20°  e  le  provette  a  35°  C.  se  ne  raccolsero 
man  mano  i  risultati,  che  figurano  nella  sottostante  tabella. 


Gelatina 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

7.0 

7io 

Vxo 

7.0 

1 

cmc. 

7.0 

7.0 

1 

cmc. 

7.0 

7.0 

1 

cmc. 

7.0 

7.0 

1 

cmc. 

Siero  di  cane  normale .  . 

mni. 
6-6 

mm. 

:6-7 

mm. 
7-8 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Siero  di  cane  trattato  con 
tripsina 

8-5 

4-4 

6-6 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Controlli  : 

a)  tripsina  normale  .  . 

7  —  i 

! 

+  + 

+  + 

+  + 

h)  tripsina  inattivata 
parzialmente 

e 

—  6 

+  + 

-  + 

0 

0 

0 

0 

Risultati.  —  Da  questa  tabella  si  rileva  che  :  il  siero  ottenuto  da 
cani  trattati  con  tripsina  dotata  esclusivamente  di  potere  glutinoliti- 
co, fibrinolitico  e  caseinolitico  mostrò  un  potere  antiglutinolitico, 
antifibrinolitico  ed  anticaseinolitico  molto  inferiore  al  potere  anti- 
ierolitico  ed  antialbumolitico,  cioè  appunto  tutto  il  contrario  di  quello 
che  avrebbe  dovuto  accadere  se  la  tripsina  fosse  stata  un  miscuglio 
di  glutinasi,  fibrinasi,  caseasi,  ecc. 
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XXII.  —  La  precipitazione  e  la  deviazione  del  complemento 
in  relazione  con  la  specificità  delle  proteasi. 

Tanto  per  esaurire  la  lista  dei  mezzi  che  avrebbero  potuto  risol- 
vere la  questione  della  specificità  delle  proteasi,  volli  pure  tentare, 
con  la  collaborazione  del  mio  aiuto  dottor  Marras,  la  prova  della 
precipitazione  e  della  deviazione  del  complemento. 

/.  Precipitazione.  —  In  una  serie  di  tubetti  A.,  B,  C,  preparai  le 
seguenti  mescolanze. 

(  1"  Tripsina  non  riscaldata,  dotata  di  potere  glubinolifcico,  librinoli - 
i  tico,  caseinolitico  e  sierolitico  +  siero  di  cane  trattato  colla  stessa 
I  tripsina. 

1  2"  Tripsina  non  riscaldata  come  sopra  +  siero  di  cane  trattato  con 
/      tripsina  riscaldata  a  50°  C.  per  un'ora. 

1  3°  Tripsina  non  riscaldata  come  sopra  +  siero  normale  di  cane. 

I  1"  Tripsina  riscaldata  a  50  '  C.  per  un'ora,  dotata  di  solo  potere 
\  glutinolitico  +  siero  di  cane  trattato  con  tripsina  non  riscaldata, 
1      dotata  di  tutti  i  4  poteri. 

^      I  2°  Tripsina  riscaldata  a  50  "  C.  come  sopra  +  siero  di  cane  trat- 
/      tato  colla  stessa  tripsina. 

',  3''  Tripsina  riscaldata  come  sopra  +  siero  di  cane  normale. 

/    1°  Tripsina  riscaldata  a  100"  C  (inattivata)  +  siero  di  cane  trat- 
l       tato  con  tripsina  non  riscaldata. 
C     /    2°  Tripsina  riscaldata  a  100°  C.  come  sopra  +  siero  di  cane  trat- 
i      tato  con  tripsina  riscaldata  a  50°  C. 

3°  Tripsina  riscaldata  a  100'^  +  siero  di  cane  normale. 

Risultati.  —  In  tutti  i  tubetti  si  ebbero  dei  precipitati,  mentre  i 
controlli  con  siero  normale  rimasero  limpidi. 

II.  Deviazione  del  complemento.  —  Si  ebbe  deviazione  del  comple- 
mento colla  tripsina  attiva  ed  inattivata,  col  calore  e  col  siero  otte- 
nuto trattando  i  cani  con  tripsina  non  riscaldata,  e  col  siero  ottenuto 
trattando  i  cani  con  tripsina  riscaldata  a  50°  C. 

Gonclusioni.  —  Da  tutto  ciò  se  ne  conclude: 

1°  Che  se  la  tripsina  fosse  un  miscuglio  di  proteasi  parziali,  le 
precipitine  prodotte  dalla  ipotetica  glutinasi  (tripsina  riscaldata  a 
50°  C.)  avrebbero  dovuto  dare  precipitazione  sf>ltanto  colla  glutinasi 
o  tripsina  riscaldata  a  50°  C,  mentre  invece  diedero  precipitazione 
anche  colla  tripsina  non  riscaldata,  cioè  colle  ipotetiche  Sbrinasi, 
cascasi,  serasi,  ecc. 

2°  Così  pure  che  se  la  tripsina  fosse  un  miscuglio  di  proteasi  par- 
ziali, il  siero  di  cani  trattati  soltanto  coUa  ipotetica  glutinasi  (tripsina 
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riscaldata  a  50°  C.)  non  avrebbe  dovuto  deviare  il  complemento  a 
contatto  con  le  altre  proteasi,  Sbrinasi  e  cascasi,  cioè  con  tripsina 
non  riscaldata,  mentre  invece  si  ebbe  deviazione  anche  con  questa  (l). 

XXIIT.  —  La  stessa  quantità  di  proteasi  è  capace  di  digerire 
contemporaneamente  tutte  le  dosi  massime  dì  albuminoidi 
corrispondenti  alle  ipotetiche  proteasi  parziali  componenti? 

Se  gli  enzimi  proteolitici  fossero  dei  miscugli  di  tante  proteasi 
quanti  sono  i  vari  albuminoidi  sui  quali  essi  sono  attivi,  la  stessa 
quantità  di  proteasi  dovrebbe  teoricamente  essere  in  grado  di  digerire 
contemporaneamente  le  singole  dosi  massime  degli  albuminoidi  corri- 
spondenti ai  singoli  enzimi  parziali. 

Così  0.1  gr.  di  tripsina  capace  di  digerire  gr,  100  di  gelatina 
al  10  %,  o  gr.  30  di  fibrina,  o  di  caseina,  o  15  gr.  di  siero  coagulato, 
o  10  gr.  di  albume  pure  coagulato,  dovrebbe  essere  in  grado  di  di- 
gerire contemporaneamente  pure  le  suddette  quantità  dei  5  albumi- 
noidi. 

S'intende  che  parte  di  ogni  singola  proteasi  parziale  verrà  assorbita 
meccanicamente  dagli  albuminoidi  non  corrispondenti,  e  parte  verrà 
inibita  dai  prodotti  della  digestione  degli  albuminoidi  corrspondenti. 

Si  cercherà  di  calcolare  e  di  tener  conto  della  parte  assorbita  e 
di  quella  neutralizzata  dai  prodotti  della  digestione. 

Riguardo  alla  fissazione  ed  all'assorbimento  ci  illumineremo  sui 
risultati  di  precedenti  esperienze  mentre  riguardo  ai  prodotti  della 
digestione  ricorreremo  a  prove  indirette  non  potendo  eliminarli  colla 
dialisi,  perchè  la  vera  carta  pergamena  arresta  o  lascia  passare  len- 
tissimamente detti  prodotti,  e  la  carta  de  La  Rue  lascia  passare 
anche  gli  enzimi. 

Ricerca.  —  1°  Si  prepararono  10  provette  contenenti  10  cmc.  di 
tripsina  5  %  più  timolo  1  %o. 

2<*  In  due  delle  medesime  si  posero  gr.  1  di  gelatina  10  %,  in 
altre  2  gr.  2  e  così  sino  a  gr.  5. 

3°  Lo  stei?so  ci  ripetè  per  la  fibrina,  per  la  caseina,  per  il  siero 
e  per  l'albume  coagulati. 

4°  Si  ripetè  tutto  quanto  colla  pepsina  5%o  in  HCl  3  %o. 
5°  Dopo  5  giorni  si  determinò  la  quantità  digerita  filtrando  e 
pesando,  e  poscia  si  pose  in  ogni  filtrato  un  dado  degli  altri  4  albu- 


(1)  Queste  ricerche  verranno  continuate  dal  mio  aiuto  dott.  Màbbas. 
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minoidi,  di  quelli,  cioè,  che  non  avevano  avuto  contatto  con  quella 
data  prova  di  tripsina  e  di  pepsina. 

Nei  filtrati  di  pepsina  si  aggiunge  altro  HCl  in  sostituzione  di 
quello  consumato. 

Ora,  se  le  proteasi  fossero  specifiche,  i  vari  filtrati  di  tripsina,  pur 
non  avendo  neppure  digerito  completamente  la  quantità  di  albumi- 
noidi  colle  quali  vennero  a  contatto,  dovrebbero  tuttavia  essere  ancora 
in  grado  di  digerire  gli  altri  albuminoidi. 

I  risultati  della  ricerca  figurano  nella  seguente  tabella. 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  quanto  segue: 

P  Che  10  cmc.  di  tripsina  5  %  :  a)  non  riuscirono,  dopo  aver 
digerito  1-5  gr.  di  fibrina,  a  digerire  nè  caseina,  nè  siero,  nè 
albume;  b)  dopo  aver  digerito  1-5  gr.  di  fibrina  non  riuscì  a  digerire 
nè  caseina,  nè  siero,  nè  albume  ;  c)  dopo  aver  digerito  2-5  gr.  di 
caseina  non  riuscì  a  digerire,  nè  siero,  nè  albume  ;  d)  dopo  aver  di- 
gerito 1  gr.  di  albume  non  riuscì  a  digerire  nè  caseina,  nè  siero. 

2°  Che  10  gr.  di  pepsina  idroclorica  5  %:  a)  dopo  aver  digerito 

1-  5  gr.  di  gelatina  non  riuscì  a  digerire  nè  caseina,  nè  siero,  nè  al- 
bume; b)  dopo  aver  digerito  1-5  gr.  di  fibrina  non  riuscì  a  digerire 
nè  gelatina,  nè  caseina,  nè  siero,  nè  albume  ;  c)  dopo  aver  digerito 

2-  5  gr.  di  caseina  non  riuscì  a  digerire  nè  gelatina,  nè  fibrina,  nè 
siero,  nè  albume;  d)  dopo  aver  digerito  1  gr,  di  siero  non  riuscì  a 
digerire  nè  caseina,  nè  albume  ;  e)  dopo  aver  digerito  1  gr.  di  albume 
non  riuscì  a  digerire  nè  fibrina,  nè  caseina,,  nè  siero. 

Concludendo,  quindi,  una  data  quantità  di  una  proteasi  non  è 
capace  di  digerire  contemporaneamente  le  dosi  massime  dei  vari 
albuminoidi  corrispondenti  alle  proteasi  parziali,  come  dovrebbe  pure 
avvenire  se  le  proteasi  fossero  un  miscuglio  di  tante  proteasi  parziali 
quanti  sono  gli  albuminoidi  sui  quali  sono  attive. 

XXIV.  —  La  presenza  delle  varie  proteasi  parziali  è  sempre 
giustificata  dalla  presenza  delle  corrispondenti  albumine  da 
digerire? 

Un'altra  questione  da  risolvere,  che  ci  poteva  illuminare  non  poco 
riguardo  alla  mono-  o  polivalenza  degli  enzimi  proteolitici,  era  quella, 
se  la  presenza  dei  vari  enzimi  o  poteri  proteolitici  parziali  fosse 
sempre  giustificata  dalla  presenza  delle  corrispondenti  albumine  da 
digerire. 

Ecco  gli  speciali  quesiti  che  intesi  risolvere  a  questo  riguardo  : 

A.  esistono  enzimi  proteolitici  di  animali  nutrentisi  esclusi- 
vamente di  albumine  animali,  che  digeriscono  anche  albumine  ve- 
getali ? 

B.  esistono  enzimi  proteolitici  di  animali  esclusivamente  nutren- 
tisi di  albumine  vegetali,  capaci  di  digerire  anche  delle  albumine 
animali  ? 

C.  esistono  enzimi  proteolitici  vegetali  capaci  di  digerire  anche 
le  albumine  animali  ? 

D.  esistono  enzimi  proteolitici  di  animali  che  digeriscano  anche 
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quelle  albumine  animali  o  vegetali  delle  quali  gli  animali  non  ingeri- 
rono mai  traccia? 

Se  avvenisse  spesso  in  natura  il  fatto  di  enzimi  proteolitici 
attivi  anche  su  albumine  colle  quali  l'essere  animale  o  vegetale  non 
viene  mai  a  contatto,  ciò  parlerebbe  contro  alla  monovalenza  o  spe- 
cificità degli  enzimi  ed  in  favore  della  polivalenza  dei  medesimi. 

Ammettendo  poi  la  polivalenza  degli  enzimi  proteolitici  non  sor- 
prenderebbe più,  se  gli  enzimi  di  animali  carnivori  digeriscono  le  albu- 
mine vegetali  e  quelli  di  erbivori  le  albumine  animali  e  se  gli  enzimi 
vegetali  digeriscono  le  albumine  animali;  in  una  parola  se  animali  e 
vegetali  segregano  proteasi  attive  su  albumine  che  non  vennero  mai 
a  contatto  coi  medesimi.  / 

A.  —  Esistono  enzimi  proteolitici  di  animali  esclusivamente  carnivori  (1) 
che  digeriscono  anche  le  fitoalhumine  ? 

Gli  enzimi  proteolitici  tanto  peptici  che  triptici  del  cane  e  del 
gatto  digeriscono  parecchie  albumine  vegetali. 

È  vero  che  i  predetti  animali  non  sono  più  dei  carnivori  esclu- 
sivi, come  erano  avanti  il  loro  addomesticamento  e  che  l'azione  sulle 
fitoalbumine  dei  loro  enzimi  possono  essere  delle  proprietà  venute 
successivamente  in  seguito  all'ingestione  di  fito-albumine  (da  principio 
forse  completamente  indigeribili  per  i  detti  animali)  tuttavia  una 
marcata  differenza  si  dovrebbe  trovare  tra  l'attività  sulle  fito-albu- 
mine degli  enzimi  digerenti  di  questi  due  carnivori  e  l'attività  degli 
enzimi  di  animali  onnivori  ed  erbivori. 

Ad  ogni  modo  il  potere  digerente  in  discorso  non  si  dovrebbe 
esplicare  per  quelle  fitoalbumine  che  non  vengono  mai  ingerite  dai 
due  suddetti  carnivori. 

Riporterò  qui  in  primo  luogo  i  risultati  e  le  conclusioni  di  nume- 
rose esperienze  da  me  istituite  e  pubblicate  molti  anni  addietro  (2). 

Queste  esperienze  riguardano  appunto  la  digeribilità  gastrica,  stu- 
diata nel  cane,  di  cibi  vegetali  confrontata  alla  digeribilità  gastrica 
di  cibi  animali. 

In  secondo  luogo  riporterò  le  nuove  esperienze  coi  rispettivi  risul- 
tati riguardanti  l'azione  di  vari  enzimi  peptici  e  triptici  di  una  nu- 


(1)  Comprendo  tra  i  carnivori  tutti  gli  animali  che  si  nutrono  di  albu- 
mine animali  (insettivori,  ematofagi,  ecc.,  ecc.). 

(2)  Fermi  C.  La  digeribilità  gastrica  degli  alimenti  studiata  in  rapporto 
alVigiene.  Giornale  della  R.  Soc.  Ital.  d' Igiene.  Anno  XIX  1897. 
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merosa  serie  di  animali  carnivori  esclusivi,  studiata  sopra  una  data 
albumina  vegetale. 

1°  Digeribilità  gastrica  di  vari  cibi  animali  studiata  nel  cane. 

Quantunque,  come  si  disse,  il  cane  si  possa  ormai  considerare  piut- 
tosto un  animale  onnivoro  che  esclusivamente  carnivoro  e  quan- 
tunque io  abbia  dedotta  la  digeribilità  gastrica  in  discorso  dal  tempo 
di  permanenza  dei  cibi  nello  stomaco,  cioè  dal  residuo  gastrico  tro- 
vato dopo  un  dato  tempo  (1),  tuttavia  queste  ricerche  non  mancano, 
come  vedremo,  di  un  certo  valore. 


a)  Cibi  semplici. 

Metodo  di  ricerca.  —  A  10  cani  tenuti  a  digiuno  tre  giorni,  diedi 
a  ciascuno  una  porzione  dei  vari  cibi  preparati  di  fresco  corrispondente 
a  50  gr.  di  sostanza  secca. 

Dopo  5-8  ore  si  uccisero  i  10  cani  per  asfissia  con  CO  e  poscia, 
oltre  parecchi  altri  dati  (peso  del  corpo,  razza,  peso  dello  sto- 
maco, ecc.),  si  determinò  la  porzione  residuale  disseccata  di  cibo  con- 
tenuta nello  stomaco  e  l'acidità  del  succo  gastrico. 

Qui  riporterò  soltanto  il  quadro  riassuntivo  contenente  la  media 
della  porzione  residuale  per  ogni  cibo. 


Carni. 

Filetto  di  manzo   9. — 

Manzo  lesso   9  .50 

Carne  di  cavallo  giovane  les- 
sata   10. — 

Castrato   10. — 

Agnello   10.50 

Pollo  lesso   10.50 

Pollo  arrosto   11.50 

Vitella  di  latte  lessata  ...  12. — 

Maiale   13. — 


Fegato  lessato   14. — 

Rene  lessato   14. — 

Trippa  cruda   14.  - 

Trippa  lessata   16. — 

Sangue  cotto   18. — 

Cotiche   35.— 

Tendini   40,— 

Salumi. 

Coppa  romana   13.— 

Ciccioli   15. — 


Altre  parti  del  corpo. 


Animella .  .  . 
Cervello  .  .  . 
Fibrina  cruda 
Polmone .  .  . 


50 


5, 
5. 
6, 

7.—  Polpo 


Pesci  e  molluschi. 

Fritto  di  pesce  misto    .  . 

Baccalà  fritto  

Capitone  


12. 
13. 
15. 
14. 


(1)  La  minor  durata  della  permanenza  d'un  cibo  nello  stomaco  sta 
peraltro  in  relazione  alla  maggiore  digeribilità  di  quel  dato  cibo. 
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Uova. 

Tuorlo  sodo   5. — 

Albume                           .  .  12. — 

Grassi 

Olio   16.— 

Burro   18.— 

Strutto   21.— 

Lardo   28.— 

Latticini. 

Latte   2.— 

Ricotta  fresca   13. — 

Ricotta  salata   15. — 

Cacio  pecorino  fresco  (rom.) .  24. — 

Cacio  pecorino  vecchio  (rom).  27. — 

Farinacei. 

Riso  a  cottura  ordinaria  .  .  6. — 

Riso  poco  cotto   8. — 

Riso  crudo   14. — 

Maccheroni  a  cottura  ordi- 
naria  7.50 


Maccheroni  molto  cotti.  .  .  8. — 
Maccheroni  quasi  crudi  .  .  II. — 
Pasta  fina  (capellini).  .  .  .  7. — 
Pasta  grossa  (rigatoni)  ...  8.— 
Gnocchi  di  farina  di  fru- 
mento   12. — 

Molhca  di  pane   9. — 

Crosta  di  pane   10. — 

Schiacciata   semplice,  ben 

cotta   7. — 

Schiacciata  con  grasso,  quasi 

cruda   15. — 

Polenta   di  farina  di  gran- 
turco   8 .  — 

Polenta  di  farina  di  castagne  12 .  — 

Patate  lesse   7. — 

Erbaggi  e  legumi. 

Cipolle  ben  cotte,  condite.  .  12. — 

Piselli  cotti,  conditi  ....  1.3. — 

Fagiuoli  cotti,  conditi   .  .  .  15. — 

Fave  fresche,  condite.  ...  16. — 

Ceci  cotti,  conditi   31. — 


h)  Cibi  combinati. 

Per  meglio  confrontare  l'azione  dei  succhi  digestivi  su  albumine 
animali  e  vegetali  pensai  di  sperimentare  nelle  più  identiche  condizioni 
possibili  somministrando  all'animale  contemporaneamente  le  due  albu- 
mine e  determinandone  alla  fine  della  digestione  la  porzione  residuale. 

Metodo  di  ricerca.  —  A  5-7  cani  tenuti  a  digiuno  per  tre  giorni 
si  somministrò  una  mescolanza  a  parti  uguali  dei  due  cibi  (animale 
e  vegetale)  da  sperimentare  e  precisamente  tanto  della  mescolanza 
fresca  corrispondente  a  50  grammi  della  mescolanza  secca.  Dopo  8  ore 
si  uccisero  i  cani  mediante  CO  e  poscia  si  determinò  insieme  a  vari 
altri  dati  la  porzione  residuale  gastrica  disseccata. 

Nella  sottostante  tabella  figura  la  media  dei  risultati  di  alcune 
delle  esperienze  che  più  c'interessavano  : 


Carne  di  cavallo  lessata  .   gr.  5 

e  maccheroni   »  5 

Carne  di  cavallo  lessata   »  2 

e  fagiuoli  cotti   »  20 

Carne  di  cavallo  lessata   »  2 

e  noci .   »  18 

Carne  di  cavallo  lessata   »  8 

e  castagne  arrosto   »  21 
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Riporterò  per  confronto  anche  alcuni  risultati  di  numerose  espe- 
rienze istituite  sul  maiale. 

Metodo  di  ricerca.  —  A  5  maiali,  tenuti  24  ore  a  digiuno,  si  diedero 
per  ciascuno  100  gr.  di  cibi  freschi  appaiati,  dopo  5  ore  si  uccisero, 
si  raccolse  il  contenuto  gastrico  e  si  separarono  pazientemente  le  por- 
zioni residuali  dei  due  cibi. 


Carne  di  cavallo  cruda   gr.  20 

e  polenta   b  14.8 

Carne  di  cavallo  cruda   »  15.4 

e  pane   »  0.4 

Carne  di  cavallo  cruda   »  19 

e  fagiuoli  crudi  secchi   n  50 


Risultati.  —  Da  queste  due  tabelle  si  rileva  quanto  segue  : 

P  Che  per  quanto  concerne  la  digeribilità  gastrica  (dedotta  dal 
tempo  di  permanenza  dei  cibi  nello  stomaco)  i  cani  digeriscono  nu- 
merosi cibi,  vegetali  non  solo  bene,  ma  parecchi  persino  più  energi- 
camente che  non  vari  cibi  animali,  come  può  rilevarsi  chiaramente 
dal  seguente  quadretto  ricavato  dalla  tabella  soprastante,  e  nel  quale 
la  digeribilità  delle  due  specie  di  cibo  sono  messe  a  confronto. 


Cibi. 

Vegetali.  Animali. 


1.  Riso  

.  6.— 

9.— 

.  .  7.— 

7.— 

7.- 

11.50 

7.50 

9.50 

5.  Pasta  fina  

7.8 

Carne  di  cavallo  giovane  less. 

10.— 

6.  Polenta  di  mais  .  . 

.  .  8.— 

12,— 

9.— 

10.— 

10.- 

10.50 

12.— 

10.— 

12.— 

13.— 

11.  Cipolle  

12.- 

13.  - 

12.  Piselli  

13.— 

14.— 

15.- 

14.- 

16.- 

14.— 

15.  Caci  

31.- 

18.— 

j  Cacio  pecorino  remi  vecchio. 

27.- 

Da  questo  quadretto  infatti  risulta  come  il  riso,  le  paste,  il  pane, 
la  polenta,  le  castagne  siano  per  il  cane  più  digeribili  della  carne  di 
manzo,  di  cavallo,  di  agnello,  di  castrato,  di  pollo,  di  vitella  e  di 
maiale;  come  le  stesse  cipolle  ed  i  piselli  siano  rispettivamente  più 
digeribili  della  ricotta  e  del  fegato;  e  come  persino  i  fagiuoli  e  le 
fave  siano  non  molto  più  indigeste  del  rene  e  della  trippa. 
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2°  La  somministrazione  ai  cani  di  cibi  animali  e  vegetali  con- 
temporaneamente, conferma  i  risultati  sopra  riportati  e  dimostra 
anche  che  la  digestione  gastrica  nel  cane  delle  albumine  vegetali  non 
è  molto  inferiore  a  quella  che  avviene  nel  maiale. 

2.  Azione  degli  enzimi  peptici  e  triplici  di  varie  classi  di  animali 
esctusivamenfe  carnivori  sopra  un^ albumina  vegetale. 

Metodo  di  ricerca.  —  In  provette  contenenti  10  cmc.  di  infuso 
idroclorico  di  mucosa  gastrica  e  di  infuso  alcalino  di  pancreas  e  mu  • 
cosa  intestinale  al  10  %,  mantenuto  sterile  con  acido  fenico  all'  1  % 
si  pose  un  dado  (3x3  mm.  circa)  di  glutine  di  frumento  e  ai  misero 
a  37°.  Dopo  3-5-10  giorni  si  raccolsero  i  risultati,  segnando  il  disciogli- 
mento o  no  del  dado. 

I  risultati  ottenuti  figurano  nella  sottostante  tabella: 


Animali 

Enzimi  peptici 
Scioglimento  del  dado 

Enzimi  triptici 
del  dado 

]\l(ifyimi  feri  ■ 

—  + 

0 

0 

Pipistrelli  (vane  specie)  .  .  . 

0 

Uccelli. 

-  + 

0 

4- 

0 

0 

0 

Pcòci. 

0  ? 

0 

+  (dopo  24  ore) 

0 

0 

0 

-r  (dopo  48  ore) 

0 

+  (dopo  48  ore) 

0 

+  (dopo  48  ore) 

0 

0 

0 

43 
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Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi: 

1°  che  il  succo  gastrico  di  vari  animali  (appartenenti  alla  classe 
dei  mammiferi,  degli  uccelli  e  dei  pesci)  esclusivamente  carnivori  si 
mostrò  attivo  anche  sopra  un'albumina  vegetale,  quale  il  glutine. 

2°  Le  proteasi  triptiche  di  detti  animali  non  si  mostrarono  è  vero 
attive  sul  glutine,  ma  ciò  non  meraviglierà  piiì  quando  vedremo  in 
seguito  che  neppure  le  triptasi  di  animali  vegeteriani  e  le  più  attive 
triptasi  vegetali  (papaina,  latice  di  fico),  sono  talora  attive  sul 
glutine  in  vitro,  quando  si  ricorderà  che  si  mostrarono  spesso  inattive 
anche  su  albumine  animali,  quali  il  siero  e  l'albume  coagulati. 


B.  —  Esìstono  proteasi  di  animali  nutrentisi  esclusivamente  di  albu- 
mine vegetali  capaci  di  digerire  anche  delle  albumine  animali. 

Ho  compilato  da  vecchie,  da  precedenti  e  da  nuove  ricerche  la 
sottostante  tabella  nella  quale  si  vede  l'azione  di  proteasi  di  animali 
vegetariani  esclusivi  su  albumine  animali  e  vegetali  ad  un  tempo. 
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Numero  | 
d'ordine 

Animali 

Gelatir\a 

Fibrina 

Caseina 

siero 

Albume 

Glutine 

Wfn.tn.TYt.'ifpr'i, 

1 

L6pus  cunìculus 

-L  -1- 

n  r 

1 

  4_ 

— 

0 

2 

+ 

+ 

+ 

0  ? 

TI  ccpl.l.i 

ó 

Serinus  hortulanus  .  .  . 

+  + 

+ 

+ 

0 

0  — 

+  + 

+ 

+ 

— 

0 

0  — 

Pesci. 

5 

4- 

4- 

0  ? 

0  ? 

Molltischi. 

6 

_L_   



0 

7 

Sdlix  C8.inpestris  .  .  .  < 

4- 

0 

0 

0  ? 

8 

Helix  ortensis  . 

0 

0 

0  ? 

Insetti. 

ù 

Chrysomela  varians.  .  . 

+ 

— 

— 

0 

0 

0  ? 

10 

+  +  + 

+ 

+ 

— 

— 

0  — 

11 

Cocuinella  septempunctata .  . 

— 

— 

0 

0 

0 

12 

Melolontha  vulgaris.  .  . 

+ 

— 

— 

— 

0 

0  ? 

13 

Acridium  aegyptium  .  . 

+  +  + 

— 

— 

— 

0 

0  ? 

14 

Grillus  campestris   .  .  , 

+  + 

— 

0 

0 

15 

Hydrophilus  piceus  ,  .  . 

-1--4--I--I- 
T    1    1  T 

-1- 

-1- 

0 

0  ? 

16 

+ 

0 

0 

0 

17 

0 

0 

0 

0 

0 

18 

-  + 

0 

0 

0 

Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi  che  le  proteasi  di  animali 
(mammiferi,  uccelli,  pesci,  molluschi  ed  insetti)  esclusivamente  vege- 
tariani si  mostrarono  in  vitro  non  solo  molto  attive  sopra  albumine 
animali  (gelatina,  flbrina,  caseina),  ma  più  attive  che  sopra  un'albu- 
mina vegetale,  quale  il  glutine. 


(1)  Veramente,  secondo  mi  scrive  il  gentilissimo  Prof.  Cerruti  dalla 
Stazione  zoologica  di  Napoli,  il  box  salpa,  come  pure  il  box  lioops  ed 
alcune  specie  di  sargus,  accanto  al  cibo  prevalentemente  vegetale  (alghe) 
ingeriscono  anche  sostanze  animali.  Pesci  esclusi /amente  vegetariani  pare 
che  non  ne  esistann. 
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C.  —  Esistono  enzimi  vegetali  attivi  sulle  albumine  animali? 

Basterebbe  il  fatto  che  quasi  tutte  le  fitoproteasi  vennero  scoperte 
mediante  albumine  animali  (gelatina,  fibrina,  ecc.)  e  che  la  notissima 
papaina  è  stata  dimostrata  attiva  anche  sulla  carne,  sul  siero  e  sul- 
l'albume coagulati  per  rispondere  afi^ermativamente. 

Ecco  tuttavia  maggiori  particolari  in  proposito. 

Dal  lavoro  «  Sugli  enzimi  proteolitici  e  peptonizzanti  dei  vegetali  » 
che  pubblicai  col  Buscaglioni  nel  1898  (1)  risulta  che  i  numerosi 
enzimi  proteolitici  vegetali  studiati  si  mostrarono  tutti  attivi  sulla 
gelatina. 

Biiporterò  qui  soltanto  la  lista  delle  piante  che  si  mostrarono  at- 
tive, indicando  mediante   segni  (0,  ,  — ,  +.  ++>  +  ++) 

grado  di  attività  maggiore  o  minore. 


I.  Alghe. 


Piante  mtieTc 

Codium  tomentosum   .  . 

Dicfcyota  dichotoma .  .  . 

— 

II. 

Licheni. 

Piante  intiere 

Collema  Hildebrandii  .  . 

+ 

Parmelia  pulverulenta.  . 

+  +  + 

Stereocaulon  denudatum . 

+  +  + 

Placodium  gypsaceum.  . 

+ 

Physca  parietina  .... 

+  +  + 

Lecanora  atra  

Peltigera  ciliaris  .... 

+  +  + 

Lecidea  geographina .  .  . 

4- 

III.  Fanerogame. 

1.  Latice,  resine. 

Bioussonetia  papyrifera . 

+  +  + 

Maclura  aurantiaca  .  .  . 

+ 

Pinus  halepenpis  .... 

Calonyofcion  macratboleu- 

Nelumbiutn  speciosum.  . 

+ 

Twedia  neerifolia  .... 

+ 

Convolvulus  sylvaticus  . 

Asclepias  curassavica  .  . 

+ 

Euphorbia  latiris  .... 

+  +  + 

Tanghinia  venonifera  .  . 

+ 

Id.       Firucalli.  .  .  . 

+ 

+ 

Id.      canariensis.  .  . 

Vascomellea  bastata.  .  . 

+ 

Id.      balsamifera  .  . 

+ 

+  +  + 

Id.      coerulescens .  . 

+ 

Id.      grandidens.  .  . 

+ 

Poinsettia  pulcherrima.  . 

4- 

Morus  alba  .  

Clusia  sp  

4- 

(1)  Annali  del  R.  Istituto  Botanico  di  Roma,  voi.  VII,  1898. 


677 


2.  Succhi  di  foglie  e  fusti. 

Agave  americana  ....  + 

Phytolacca  dioica  ....  +  +  + 

Anagallis  arvensis.  ...  + 

Gl vaine  sinensis   — 

3.  Cauli  rami  e  foglie. 

Gyncrium  argenteuin  .  .  —  — 
Dyckia  breviceps  ....     +  +  + 


Dasylirion  acrotrichnm 
Casuarina  quadrivalvis 
Platanus  orientalis  .  . 
Ficus  repens  


Phytolacca  dioica  ....  + 

Id.        abyssinica .  .  + 

Cissus   — 

Portulaca  oleracia.  ...  ++  — 

4.  Radici. 

Oenanthora  coccinea ...  + 

Vanilla  planifolia  ....  — 

Amorphophallus  Rivieri .  +  +  + 

Colocasia  antiquorum  .  .  + 

Philodendron  Imhe  ...  — 

Chamaerops  humilis.  .  .  — 

Phoenix  canariensis  ...  — 

Aspidistra  elatior  ....  +  +  + 

Convallaria  japonica.  .  .  —  — 

Id.        majalis.  ...  — 

Allium  sativum.   — 

Id.     porrum   — 

Bromeliacea,  indetermi- 
nata   +  +  + 

Acanthostachys  strobila- 

oea   — 

Olivia  miniata   — 

Musa   — 

Dammara  australis  ...  ? 

Araucaria  brasi' iensis  .  .  + 

Podocarpus  chinensis  .  .  + 

Alnus  glutinosa   + 

Ficus  repens   + 


Ricinus  eommunis.  .  .  . 
Magnolia  grandiflora.  .  . 
Doliohos  lignosus  .  .  .  . 

Trapa  natans  

Lysiraachia  nummularia. 

Solandra  

Erica  


5.  Bulbi,  tuberi  e  tubercoli  radicali. 


Convallaria  japonica.  .  .  — 
Taiiius  eommunis  ....  + 

Dioscorea  bulbifera  ...  +  +  + 

Cycas  revolata   +  + 

Eleagnus   — 

Leguminose  diverso  ...  — 


6.  Fiori  e  frutti. 
Cypripediurn  crassi pes.  . 

Pontederia  

Agapantliiis  umbellatus 

(ovario)  

Agapanthus  umbellatus 

(stami)  

Yucna  gloriosa  

Hedychiura  maximum 


(polline)   +  +  + 

Hedychium  maximum 

(stimma)   — 

Viola   —  ? 

Abutilon  vexillarium  .  .  -\- 

Hibiscus   speciosus  (pol- 
line)   +  +  + 

Hibiscus  sj3eciosus  (stami)  + 

Hibiscus  speciosus  (stim- 
ma)   + 

Opuntia   + 

Cucurbita   maxima  (poi 

line)   +  +  + 

Cucurbita  maxima  (stami)  + 

Cucurbita  maxima  (stim- 
ma)  + 

Cestrum  Parqui   — 

Datura  Mete!   +  '! 

Salvia  splendens  (calice;  + 

Id.         id.         (stami)  +  -f 

lieliiiijthus  annuus  ...  +  + 

7.  Semi  immaturi. 

Euphorbia   + 

Raphanus  sativus  .  ...  ? 

Albizzia  Julibrissin  ...  + 

Phaseolus  multiflorus  .  .  + 

Anagallis  arvensis.  ...  ? 

Martynia  proboscidea  .  .  — 

8.  Semi  maturi. 

Sorghum  cernuum.  ...  +  + 

Cannabis  sativa   + 
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Linum  usitatissimum  .  .  +  + 

Anagallis  arvensis,  ...  + 

9.  Semi  germinanti. 

Pinus  halepensis   + 

Frumento   + 

Sorghum  cernuum.  ...  + 

Agave   -j- 

Cannabis  sativa   — 

Ricinus  communis.  ...  — 


Euphorbia  Wulfenii  ...  + 

Pircunia  dioica   +  +  + 

Linum  usitatissimum  .  ,  + 
Hibiscus  speciosus.  ...  -|- 

Opuntia   + 

Lagenaria  vulgaris  ...  +  +  + 

Lathyrus   + 

Ipomaea   + 

Datura  Metel   + 

Helianthus  annuus  ...  + 


Orobanche  Hederae 


IV.  Piante  parassite. 
+  Cuscuta. 


+ 


V,  Piante  carnivore. 


Urne,  tentacoli,  ascidi. 


Nepenthes  superba  . 
Sarracenia  purpurea. 
Darlingtonia  .... 


Drosera  rotundifolia.  . 
Aldrovanda  vesiculosa, 
Utricularia  vulgaris  .  . 


VI.  Crittogame. 


Fuligo  sepbica   — 

Didenna  sp..  ......  ? 

Didymium  sp   +  +  + 

Physarum  sp   — 

Plasmopara  viticola  ...  — 
Ustilago  Fischeri  ....  — 
Phragmidium  incrassatum 

Auricularia  

Clavaria  formosa  .... 
Cantharellus  cibarius  .  . 
Boletus  edulis  


+ 
+  +  + 


+  +  - 


Polyporus  corylinus  . 
Polyporua  squamosus 
Polyporus  fomentarius 

Coprinarius  

Agaricus  caesareus  . 
Amanita  ovoidea  .  . 
Sphaeria  concentrica 
Sclerotium  semen  .  . 
Claviceps  purpurea  . 
Tuber  aestivum .  .  . 
Tuber  macrosporum. 


+  +  + 
+  +  + 
+ 
+  + 
+ 


+  + 
+  + 
+ 


Su  425  specie  di  piante  studiate  se  ne  trovarono  attive  sulla  ge- 
latina 102  vale  a  dire  il  36  %  circa.  Il  sottostante  quadretto  ci  dà 
la  proporzione  delle  piante  attive  sulla  gelatina  su  quelle  inattive 
e  la  rispettiva  percentuale. 


679 


I.  Alghe   5:10  = 

II.  Licheni   9:  25  = 

cauli,  rami,  foglie  ....    10:49  =  24%  | 

latice  e  resine   27:48  =  55%  J 

fiori  e  frutti   21:58  =  32%  | 

semi  immaturi   26:13  =  46%  ' 

semi  maturi   4:22  =  18% 

semi  germinanti   16:23  =  60  %  l 

bulbi  e  tuberi   6:12  =  45%  ] 

radici   28:42  =  66%  ' 

Piante  parassite   2:6  = 

Piante  carnivore   6:12  = 

Crittogame  (funghi)   22:40  = 


III.  Fanerogame 


IV. 

V. 

VI. 


50%(1) 
37% 


43% 

33% 
450/0 
55% 


Dei  muschi,  delle  epatiche,  delle  equisetacee  e  delle  felci  studiate 
(fronde  con  sporangi,  fusti,  rizomi  e  radici),  in  tutto  11  specie,  non 
si  ebbe  alcun  caso  attivo. 

Per  le  seguenti  piante  poi  è  stata  dimostrata,  come  vedemmo, 
un'azione  sulla  fibrina  e  per  qualcuna  anche  sulla  caseina. 


1° 


Semi. 


Avena  sativa. 
Cannabis  sativa. 
Corylus  avellana. 
Triticum  sativum. 
Hordeum  sativum. 
Lagenaria  vulgaris. 
Linum  usitatissimum. 
Lupinum  hirsutum. 
Phaseolus  multiflorus. 
Phaseolus  vulgaris. 
Pircunia  dioica. 
Pisum  sativum. 
Ricinus  communis. 
Secale  cereale. 
Sinapisalba. 
Vicia  faba. 
Vicia  sativa. 
Zea  mais. 


2°  —  Foglie  e  rami. 

Ananas  sativus. 
Asparagus  officinalis. 
Beta  vulgaris. 
Broussonetia  papyrifera. 
Cucurbita  pepo. 
Hyacinthus  orientalis. 
Phytolacca  abyssinica. 
Phytoiacca  dioica. 

3°  —  Tuberi  e  radici. 
Amorphophallus  Rivieri. 
Aspidistra  elatior. 
Cicas  revoluta. 
Dioscorea  bulbifera. 

4"  —  Latice. 
Euphorbia  altissima. 
Euphorbia  globosa. 
Euphorbia  pubescens. 


(1)  La  piTcentuale  del  50  %  potrebbe  far  ritenere  le  alghe  ricchissime 
di  proteasi  mentre  le  medesime  posseggono  protessi  debolissime.  La  detta 
percentuale  del  50%,  calcolata  del  resto  solo  su  10  specie,  deve  quindi 
considerarsi  esagerata.  Anche  la  percentuale  riguardante  la  diffusione  delle 
proteasi  nei  vari  organi  non  può  essere  che  approssimativa.  Percentuali 
esatte  non  sì  potevano  naturalmente  ottenere  che  ricercando  la  proteasi 
negli  organi  di  tutte  le  piante  studiate;  ciò  che  feci  in  appresso  quando  mi 
proposi  lo  speciale  quesito. 
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Io  ricercai  qualche  anno  fa  gli  enzimi  glutinolitici  nelle  varie  parti 
(caule,  foglie,  latice,  fiori,  semi,  tuberi,  radici)  di  altre  132  piante 
dimostrandoli  nelle  47  parti  delle  42  piante  seguenti  (1): 


Caule. 


Cicer  arietinum  .  . 
Juncus  longus .  .  . 
Hyoscyamus  albus. 

Cotyìedon  

Salvia  speciosa.  .  . 
Senecio  vulgaria  .  , 
Ruta  graveolens.  . 


20  —  Foglie. 

Broussonentia  papyrifera. 

Juncus  longus  

Arundo  donax ...... 

Solanum  lycopersicum  .  . 
Tamarix  


3°.  —  Latice. 
Euphorbia  Caracas.  .  .  . 

4°  —  Fiori. 


Crassula  coccinea  .  .   .  . 

Foeniculum  

Oenanthe  pimpinelloides. 
Scolopendriura  officinale  . 
Tribulus  terrestris .   .  .  . 


5°  —  Semi. 
Prunus  amygdalus.  .  .  . 

6»  —  Tuberi. 
Dahlia  


+  ? 
+  ? 


+ 
+ 


+ 

  9 


+ 


+ 


+ 


7°  —  Radici. 

Mesembyanthemum  genie  u- 

liflorum   + 

Amaranthus  viridis   +  + 

Broussonetia  joapyrifera  .   .  — 

Buxus  sempervivens  ....  + 

Brassica  verrucosa   + 

Coiivolvulus  arvensis.  ...  —  + 

Chrysanthemum  album.  .  .  + 

Cicer  arietinum  .......  + 

Calendula  arvensis   + 

Calamintha   +  ' 

Cotyìedon   — 

Dahlia   + 

Evonymus  europaeus  ...  + 

Geranium   +  +  + 

Hedera  helix   +  ? 

Jasminum  azorieum  ....  ++  "? 

Juncus  longus   — 

Laurus  nobilis   + 

Malva  rotundifolia   + 

Morus  alba   + 

Mespilus  japonica   + 

Oenanthe  pimpinelloides.  .  -(- 

Pittosporum  tobira  ....  -f- 

Ruta  graveolens   + 

Solanum  lycopersicum  ...  + 

Solanum  melongena  ....  + 

Solanum  nigrum   + 

Spergularia   + 

Solidago  virga  aurea.  ...  + 

Zea  mais   + 


I  vari  organi  delle  piante  provviste  di  proteasi  si  trovarono  attivi 
nella  proporzione  seguente: 


(1)  Ecco  alcune  delle  piante  che  diedero  risultato  negativo.  Le  lettere 
accanto  indicano  le  partì  provate: 
c.    =  caule, 
fo.  =  teglia, 
f.    =  fiore, 
fr.  =  irutto. 
s.   =  seme, 
r.  =  radice, 
t.  =  tubero. 
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Caule  ;   7  :  41  =  17  % 

Foglie   4  :  41  =  9  % 

Latici   1  :   2  =  50  % 

Fiori   5  :  ai  =  16  % 

Semi   2  :   5  =  40  % 

Tuberi   1  :    4  =  25  % 

Radici   32  :  41  =  76  % 


Vale  a  dire  che  le  parti  più  ricche  di  proteasi  sono  le  radici  (76  %) 
poi  vengono  i  latici  (50  %),  i  semi  (40  %),  i  tuberi  (25  %)  ed  infine 
come  i  meno  ricchi  i  cauli  (17  %)  e  le  foglie  (9  %). 


Felci. 

1.  Pteris  sernilata.  .  . 

c. 

fo.  fr. 

Conifere. 

2.  Thuya  orientalis  .  . 

c. 

fo. 

Monocotiledoni. 

3.  Arum  maculatum.  . 

c. 

fo.  1-. 

4.  Setaria  verticillata  . 

c. 

fo.  f.  r. 

5.  Arundo  doiiax  .  .  . 

c. 

fo.  fr. 

6.  Bambusa  alba  .  .  . 

c. 

fo. 

7.  Allium  cepa  .... 

e. 

fo.  r. 

8.  Ruscus  aculeatus.  . 

e. 

fr. 

9.  Dracaena  sanderina 

c. 

fo. 

10.  Canna  indica.  .  .  . 

c. 

fo.  f. 

Dicotiledoni. 

11.  Salix  alba  

c. 

fo.  r. 

12.  Urtica  dioica.  .  .  . 

c. 

fo.  r. 

13.  Chenopodium  murale 

c. 

fo.  fr.  s 

14.  Beta  vulgaris.  .  ,  . 

c . 

I-) .  •  s 

15.  Bougainvillea  glabra  c.  fo.  fr. 

16.  Mirabilis  jalapa  .  . 

c. 

fr. 

17.  Clematis  vitalba  .  . 

e. 

f.  r, 

18.  Papaver  rhoeas.  .  . 

c. 

fo.  fr. 

19.  Brassica  oleracea.  . 

c. 

fr. 

20.  Rosa  ort  

c. 

fo.  fr.s. 

21.  Rubus  sp  

c. 

fo,  fr. 

22.  Amygdalus  persica. 

0. 

fo.  r. 

23.  Prunus  domestica  . 

c. 

fr. 

24.  Prunus  armeniaca  . 

e. 

fo.  r. 

25.  Pirus  communis  .  . 

c. 

fo.  r. 

26.  Pirus  malus  .... 

c. 

fo.  r. 

27.  Genista  tincto>-ia.  . 

e. 

fo.f. 

28.  Robinia  pseudacacia 

c. 

fr. 

29.  Spartium  janceum  .  e.  fo.  F. 

30.  Citrus  aurantium.  .  c.  fo. 

31.  Citrus  decumana  .  .  e.  fo. 

32.  Harr- Sonia  abessinica  c.  fr. 

33.  Mercurialis  annua  .  c.  fo.  r. 

34.  Buxus  sempervirens  c.  fo.  r. 

35.  Pistacia  lentiscus.  .  e.  fo.  r. 

36.  Corynocarpus  laevi- 

gatus  c.  fo. 

37.  Vitis  labrusca  .  .  .  c.  fo.  r. 

38.  Opuntia  ficus  indica  c.  f.  r.  fr. 

39.  Myrtus  communis  .  c.  fo.  fr. 

40.  Famaris  gallica   .   .  c.  fo.  r. 

41.  Petroselinum  sati- 

vum  c.  fo  r. 

42.  Nerium  oleander.  .  c.  fr. 

43.  Borrago  ofi&cinalis  .  c.  fo.  r. 

44.  Verbena  officinalis  .  o.  fo.fr.  s. 
45  Mentha  Piperita  .  .  c.  fo.fr.  s. 

46.  Datura  Arborea  .   .  c.  f .  f  r. 

47.  Cestrum  elegans  .  .  c.  fo.  fr. 

48.  Verbascum  olympi- 

cum  c.  fo.  r  S- 

49.  Veronica  arborea.  .  c.  fr. 

50.  Plantago  lanceolata  c.  fo.fr.  s. 

51.  Fuchsia  hort.  (phoe- 

noménal)  ....  c.  fo.  f. 

52.  Viburnum  tinus  .  .  c.  fo.  s. 

53.  Santolina  chamaecy- 

parissus  e.  fo.  r. 

54.  Chrysanthemum  ja- 

ponicum  c.  fo.  fr. 

65.  Cichorium  endivia  .  c.  fo.r. 

56.  Cichorium  intybus.  c.  fo.  r. 

57.  Lactuca  virosa.  .  .  c.  fo. 

58.  Sonchui  arvensis.  .  c.  fo.  f. 
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Azione  comparativa  di  alcune  proteasi  vegetali  su  albumine  animali 

e  vegetali. 

Non  era  senza  importanza  il  confrontare  l'azione  delle  fitoproteasi 
sopra  le  albumine  animali  e  vegetali. 

Riporterò  per  brevità  solo  la  sottostante  tabella  che  riassume  i 
risultati. 


Gelatìna 

Fibrina 

Caseina 

Siero 

Albume 

Glutine 

Foglie  e  rami. 

Brouasonetia  papyrifera  .... 

+ 

0  ? 

0 

0 

0 

+  + 

+ 

0 

0 

0 

+  + 

+ 

0 

0 

0 

Latice. 

+  +  + 

+ 

0  ? 

0 

0 

0 

+  + 

+ 

0  ? 

0 

0 

0 

+  + 

0 

0 

0 

+  +  + 

+  + 

++ 

+ 

0 

0 

+  +  + 

+  + 

++ 

+ 

0 

Risultati.  —  Da  questa  tabella  rilevasi: 

1°  Che  le  8  fitoproteasi  sopra  nominate  si  mostrarono  più  attive 
sopra  albumine  animali  (gelatina,  fibrina  e  caseina)  che  sopra  una 
albumina  vegetale,  quale  è  il  glutine.  Persino  il  latice  di  fico  e  la  pa- 
paina,  che  furono  attivi  persino  sul  siero  coagulato,  furono  invece 
completamente  inattivi  sull'albume. 

Da  mie  vecchie  esperienze  poi  sui  funghi  risultò  quanto  segue: 
1°  Quasi  tutti  i  microrganismi  glutinolitici  producono  il  loro  en- 
zima non  soltanto  sulla  gelatina,  ma  anche  (quantunque  con  minore 
intensità)  su  substrati  pei  quali  l'enzima  sarebbe  inutile,  quali  l'agar, 
il  brodo  e  persino  sull'albumina  già  sciolta  e  peptonizzata  (peptone) 
e  qualcuno  anche  sopra  substrati  completamente  privi  di  albumina, 
costituiti  esclusivamente  da  sali  d'ammonio,  sali  minerali  e  glicerina. 

2°  Che  su  patate  invece  il  vibrione  del  colera,  di  Finckler-Prior, 
il  b.  prodigioso  ed  il  b.  piocianeo  non  produssero  enzima  glutinolitico. 
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Dalle  ricerche  precedenti  emergono  gli  altri  fatti  e  le  altre  con- 
siderazioni che  seguono: 

a)  I  numerosi  enzimi  di  animali  che  si  nutrono  esclusivamente 
di  albumine  animali,  albumine  appartenenti  ai  vermi,  agli  artropodi, 
ai  molluschi,  ai  pesci,  ai  rettili,  ed  agli  uccelli,  digeriscono  più  facilmente 
la  caseina  che  non  ingeriscono  quasi  mai,  che  non  i  muscoli  e  le 
altre  parti  dei  numerosi  animali,  che  formano  il  loro  quotidiano  nu- 
trimento. 

b)  I  numerosi  enzimi  di  animali  esclusivamente  ematofagi,  i  quali 
digeriscono  più  facilmente  la  gelatina  e  la  caseina  che  non  entrano 
mai  nel  loro  nutrimento,  che  non  il  siero  di  sangue  che  ne  è  la  parte 
principale. 

c)  Infine  i  numerosissimi  enzimi  vegetali  che  digeriscono  in  vitro 
più  facilmente  parecchie  albumine  animali,  qnali  la  gelatina,  la  fi- 
brina, la  caseina,  ecc.,  che  non  tante  altre  fito- albumine. 

Anche  precedenti  esperienze  da  me  istituite  con  Buscaglioni  (1)  a- 
vevano  dimostrato  che  il  latice  di  fico  ed  il  succo  della  phytolacca 
abyssinica  e  della  portulaca  oleracea  sono  molto  più  attivi  sopra  un 
albuminoide  animale  quale  la  gelatina,  che  sopra  albumine  vegetah 
quali,  i  cristalloidi  proteici  delle  patate  e  delle  musacee  ed  i  granuli 
di  aleurona. 

A  tutto  quanto  si  è  detto  si  potrebbe  invero  obbiettare  che  animali 
esclusivamente  carnivori  od  erbivori  nel  modo  più  assoluto,  non  esi- 
stono, imperocché: 

1°)  i  carnivori  introducono  spesso  traccie  di  vegetali  raccogliendo 
i  cibi  animali  sul  terreno  o  nelle  acque,  sia  nutrendosi  di  animali 
erbivori  contenenti  albumine  vegetali  nel  loro  tubo  gastro-enterico; 
pensiamo  infatti  ai  numerosi  mammiferi,  uccelli,  artropodi,  ecc.  er- 
bivori che  vengono  divorati  da  animali  esclusivamente  carnivori; 

2°)  Anche  gli  erbivori  esclusivi  ingeriscono  traccie  di  albumine 
animali,  sia  durante  lo  sviluppo  col  liquido  amniotico,  colle  albumine 
dell'uovo  e  col  latte,  sia  colla  desquamazione  continuata  dell'epitelio 
del  tubo  gastro-enterico,  (enorme  in  certi  insetti),  e  colla  secrezione 
della  stessa  mucina,  ecc.,  sia  con  l'introduzione  di  animali  vi- 
venti parassiticamente,  simbioticamente  o  accidentalmente  trovantisi 
sulle  piante  (protozoi,  vermi,  insetti,  miriapodi,  crostacei,  mollu- 
schi, ecc.). 

Si  può  peraltro  rispondere  che  l'ingestione  di  albumine  vegetali 
da  parte  dei  carnivori  esclusivi  avviene  solo  accidentalmente  ed  in 


(1)  Loc.  cit.,  pag.  43. 
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traccie  trascurabili,  che  l'introduzione  di  albumine  animali  da  parte 
durante  lo  sviluppo  dura  solo  per  una  brevissima  parte  della  vita  e  che 
la  mucina  non  è  un  albuminoide  digeribile,  e  viceversa  che  lo  stimolo 
che  deve  determinare  la  funzione  secretoria  nelle  cellule  di  un  dato 
enzima  (specialmente  negli  esseri  pluricellulari)  deve  forse  essere  co- 
stante e  di  lunga  durata. 

D'altra  parte  poi  la  relazione  tra  l'agente  stimolante  e  la  quantità 
e  la  qualità  della  secrezione  di  enzimi  digerenti,  esagerata  dalla  scuola 
del  Pawlow,  venne  messa  in  dubbio  da  successive  ricerche  (Lom- 
broso, Bompiani,  Rinaldini  della  Scuola  del  Luciani).  Inoltre  essa 
avverrebbe  solo  per  via  riflessa,  senza  il  contatto  diretto  delle  sostanze 
alimentari  colle  cellule  secretrici. 

Non  accennerò  infine  all'obbiezione  rigiiardanto  lo  stimolo  che  po- 
trebbero esercitare  sulle  radici  delle  piante  le  albumine  eventual- 
mente esistenti  nel  terreno,  perchè  queste  non  vengono  come  tali  as- 
sorbite ed  in  diretto  contatto  colle  cellule  secretrici. 

D.  —  Esistono  enzimi  di  animali  carnivori  erbivori  che  digeri- 
scnao  anche  quelle  albumine  animali  o  vegetali  delle  quali  non  inge- 
rirono mai  traccia. 

Pure  ammesso  che  accidentalmente  i  carnivori  ingeriscano  causal- 
mente albumine  vegetali  e  gii  erbivori  albumine  animali,  ecc.,  resta 
sempre  il  fatto  che  vengono  digerite   anche   quelle  albumine  ani- 
mali e  vegetali  che  non  vennero  mai  ingerite  dall'animale  od  a  con 
tatto  colle  cellule  vegetali  secretrici. 

Ricorderò  a  questo  proposito  : 

1°  che  animali  carnivori  (mammiferi,  uccelli,  pesci,  ecc.)  possono 
digerire  alcune  specie  di  anfibi,  di  rettili,  di  pesci,  di  molluschi,  ecc. 
rifiutate  dall'animale  nel  modo  più  assoluto. 

2°  che  gli  animali  mammiferi,  uccelli,  anfibi,  pesci,  molluschi, 
artropodi,  ecc.  digeriscono  anche  quelle  albumine  animali  o  vegetali 
esotiche,  albumine  che  non  possono  assolutamente  avere  ingerito  prima, 
appunto  perchè  appartenenti  ad  altre  parti  del  globo.  Pensiamo  in- 
fatti alla  nutrizione  dell'uomo  e  degli  animali  indigeni,  con  sostanze 
alimentari  esotiche  importate  di  recente;  pensiamo  ai  giardini  zoolo- 
gici, ai  serragli  ove  carnivori  esotici  digeriscono  albumine  di  animali 
indigeni  (mammiferi,  uccelli,  pesci,  artropodi,  ecc.)  e  animali  erbivori 
esotici  digeriscono  benissimo  vegetali  (semi,  frutta,  ecc.)  di  piante 
esclusivamente  indigene  ; 

3°  che  sono  gli  enzimi  proteolitici  nei  vegetali  (alghe),  attivi 
sulle  albumine  animali  (gelatina,  fibrina,  ecc.)  quantunque  all'inizio 
della  vita  nel  globo,  secondo  quando  credesi,  non  esistessero  animali 
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e  quindi  neppure  gelatina  e  fibrina,  e  tanto  meno  caseina  comparsa 
molto  Tpiò.  tardi  coi  mammiferi. 

4°  che  allo  stesso  modo  gli  enzimi  proteolitici  dei  protozoi,  degli 
spongiari,  degli  echinodermi,  dei  vermi,  ecc.  non  potevano  agire  sugli 
albuminoidi  dei  crostacei,  degli  insetti,  dei  miriapodi,  dei  molluschi, 
dei  tunicati,  dei  pesci  e  tanto  meno  sugli  albuminoidi  degli  uccelli  e 
dei  mammifv^ri,  perchè  questi,  come  ritienesi,  non  esistevano  ancora. 

Ora  poi,  se  da  un  lato  non  si  può  accettare  l'ipotesi  che  le  cellule 
secretrici  segreghino  continuamente  enzimi  senza  scopo,  non  si  può 
ammettere  dall'altro  che  lì  per  lì  esse  elaborino  e  secernino  enzimi 
nuovi  per  ogni  albumina  che  viene  ingerita:  Così  il  fenomeno  sin- 
golare dell'attività  di  enzimi  su  albumine  colle  quali  l'essere  o  le 
cellule  secretrici  non  vengono  mai  a  contatto,  fenomeno  che  è  in- 
comprensibile ammettendo  la  specificità  o  monovalenza  degli  enzimi, 
è  invece,  almeno  secondo  me,  spiegabilissimo  ammettendo  la  poliva- 
lenza o  non  specificità  dei  medesimi. 

Le  difì'eronte  attività  poi  fra  secreto  e  secreto  digerente  si  spiega 
forse  facilmente,  colla  concentrazione  maggiore  o  minore  degli  enzimi. 

XXy.  —  Importanza  della  specificità  delie  proteasi 
per  Sa  diffusione  degli  animali  sul  globo. 

La  polivalenza  degli  enzimi  era  forse  indispensabile  per  la  esi- 
stenza degli  animali  e  quindi  di  eccezionale   importanza  in  natura. 

Che  cosa  accadrebbe  infatti  se  gli  enzimi  proteolitici  animali  fossero 
specifici  o  monovalenti  ? 

Non  essendo  possibile  da  parte  delle  cellule  secretrici  l'immediata 
elaborazione  di  speciali  enzimi  proteolitici  ogni  volta  che  gli  animali 
ingeriscono  nuove  albumine,  ne  avverrebbe  che  gli  animali,  non 
potendo  digerire  che  le  albumine  alle  quali  sono  abituati,  dovreb- 
bero perire  o  deperire  grandemente  in  mancanza  delle  medesime, 
imperocché  non  sarebbe  sufficiente  alla  nutrizione  l'incompleto  assor- 
bimento gastro-intestinale'  delle  albumine  indigerite  od  idrolizzate 
soltanto  parzialmente  e  lentamente  dalia  flora  intestinale,  che  è  co- 
stituita generalmente  da  germi  mancanti  di  proteasi  (b.  coli). 

Così  non  potrebbero  vivere  da  noi  gli  animali  trasportati  dalie 
lontane  regioni  del  globo  e  popolanti  i  serragli  ed  i  nostri  giardini 
zoologici;  così  non  si  potrebbero  acclimatare  da  noi  animali  esotici 
senza  importare  cogli  animali  anche  i  rispettivi  cibi,  cosa  possibile, 
ed  anche  parzialmente  solo  per  i  cibi  vegetali,  non  potendosi  allevare 
per  la  stessa  ragione  gli  animali  esotici  adatti  al  nutrimento. 
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XXVI.  —  La  specificità  delle  proteasi  ed  i  reagenti  nella  ricerca 
e  nello  studio  delle  medesime. 

La  specificità  delle  proteasi  è  di  eccezionale  importanza  anche  in 
riguardo  alla  scelta  dei  metodi  e  reagenti  (albuminoidi)  per  la  ricerca 
e  lo  studio  delle  medesime. 

Infatti,  se  le  proteasi  fossero  specifiche,  prima  di  negarne  l'esi- 
stenza entro  un  succo  digestivo,  si  dovrebbe  provare  l'infinita  lista 
degli  albuminoidi- reagenti  specifici. 

Il  voler  decidere,  come  si  fa  ora,  sull'esistenza  o  no  di  una  pro- 
teasi mediante  uno  od  alcuni  soltanto  dei  nostri  soliti  reagenti,  ci 
condurrebbe  ad  innumerevoli  errori. 

Così  la  gelatina  ci  potrebbe  dire  soltanto  se  un  dato  liquido  con- 
tiene o  no  l'enzima  glutinolitico;  erreremmo  invece  grossolanamente 
se  ottenendo  risultato  negativo  colla  medesima,  negassimo  l'esistenza 
di  altre  proteasi,  potendone  invece  contenere  un'infinità. 

La  stessa  gelatina  ci  potrebbe  pure  condurre  nell'errore  opposto, 
cioè  di  asserire  che  un  liquido  digestivo  è  ricchissimo  di  proteasi  e 
non  contenere  in  realtà  altro  che  glutinasi. 

Ora  invece  che  abbiamo  dimostrato  che  le  ecto-proteasi  sono  po- 
livalenti, che  agiscono  più  o  meno  sui  vari  albuminoidi,  secondo  la 
loro  concentrazione,  cioè  secondo  il  numero  delle  molecole  attive  con- 
tenute in  un  dato  volume  di  soluzione,  ne  consegue  che  con  uno  od 
alcuni  soltanto  dei  medesimi  si  può  decidere  se  un  liquido  od  un 
materiale  qualunque  contiene  o  no  ecto-proteasi. 

Nella  scelta  si  cercherà  soltanto  che  il  reagente  abbia  i  migliori 
requisiti,  cioè  che  sia  il  più  sensibile,  il  più  sicuro  ed  il  più  comodo 
e  possibilmente  anche  che  permetta  di  istituire  facilmente  numerose 
prove. 

Tra  i  vari  reagenti  delle  ecto-triptasi,  la  gelatina  rimane  quindi, 
come  ebbi  a  dimostrare,  sempre  il  migliore.  Infatti  il  reagente  gela- 
tina è  attualmente  il  più  sensibile,  perchè  al  3-5  %  (metodo  Fermi) 
può  rilevare  la  tripsina  anche  nella  diluizione  di  1 : 100,000-500-000  e 
trattandosi  di  tripsina  attivissima  anche  all'I  :  1,000,000,  mentre  la 
fibrina  non  riesce  utile  altro  che  all'I: 8000;  il  siero  (metodo  di  Miiller 
e  Jochmann)  all'  1  : 1000,  e  l'albume  d'uovo  (metodo  di  Mett)  il  meno 
sensibile  dei  reagenti,  soltanto  quando  la  tripsina  è  all'  1 : 500  ed  è 
molto  attiva. 

La  gelatina  è  inoltre  il  più  sicuro  dei  reagenti,  perchè  oltre  la  sua 
grande  sensibiUtà  resiste  (come  vedemmo)  quanto  e  più  degli  altri 
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albuminoidi  ai  vari  agenti  chimici  e  non  viene  fluidificata  da  nessuno 
di  quelli  che  entrano  in  campo  all'atto  pratico. 

La  gelatina  è  infine  il  reagente  più  comodo,  che  permette  facil- 
mente e  rapidamente  l'istituzione  di  innumerevoli  prove;  infatti  con 
un  solo  tubo  di  gelatina  e  rispettivamente  con  una  sola  capsula 
Petri  si  può  decidere  sulla  presenza  o  no  delle  proteasi  in  15-20  ma- 
teriali diversi  e  quello  che  è  più  ancora  non  disponendo  che  di 
tracce  di  detti  materiali.  Abbiamo  già  visto  infatti  nel  capitolo  ri- 
guardante la  diffusione  delle  proteasi  animali  come  colla  gelatina  si 
potesse  dimostrare  la  presenza  di  proteasi  anche  in  un  animale  mi- 
nutissimo, in  una  testa  d'insetto  e  via  dicendo,  mentre  ciò  non  era 
possibile  farlo  colla  fibrina,  colla  caseina  e  tanto  meno  col  siero  e 
coir  albume,  perchè  sarebbero  occorsi  di  detti  animali  e  di  dette  teste 
un  numero  fortissimo. 

La  supciorità  del  mio  metodo  è  stata  poi  confermata  anche  re- 
centemente da  numerosi  sperimentatori. 

XXVn.  —  Riassunto  generale  dei  principali  risultati. 

Per  comodità  del  lettore  riassumerò  i  principali  risultati  ottenuti, 
seguendo  l'ordine  ste-so  dei  vari  capitoli. 

I.  —  Opinioni  sulla  specificità  della  ectoproteasi. 

Mentre  Fermi  e  Ascoli  negarono  l'esistenza  di  una  glutitiasi  spe- 
cifica, Pollak  e  Hattori  la  sostennero.  Opinioni  incerte  espressero  il 
Duclaux  (ammettendo  la  glutinasi  ora  identica  alla  cascasi  ed  ora 
alla  tripsina),  Achalme,  ecc.,  ed  Emil  Fiscker  ed  Abderhalden  di- 
chiararono senz'altro  essere  il  problema  della  specificità  delle  proteasi 
completamente  da  risolvere  ed  oltremodo  difficile. 

Per  risolvere  un  così  arduo  quesito  si  tentarono  numerose  vie. 
Si  cercò  se  esistessero  in  natura,  cioè  nel  regno  animale  e  vegetale, 
enzimi  esclusivamente  albumolitici  o  sierolitici,  cioè  che  non  fossero 
nello  stesso  tempo  fibrinolitici,  caseinolitici  e  glutinolitici;  si  ricerca- 
carono  detti  enzimi  parziali  durante  l'ontogenesi,  la  secrezione  delle 
proteasi,  l'attivazione  degli  zimogeni,  ecc.  Si  cercò  di  isolare  le  pro- 
teasi parziali  mediante  i  vari  agenti  fisico-chimici  (calore,  luce,  fil- 
trazione, dialisi,  sostanze  chimiche,  ecc. . . .  )  ;  inibendo  la  secrezione  di 
alcune  e  favorendo  quelle  di  altre;  si  ricorse  agli  antifermenti  natu- 
rali, agli  antifermenti  artificiali  (sieri  specifici),  alla  precipitazione. 
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alla  deviazione  del  complemento,  ed  infine  si  indagò  se  in  natura  la 
presenza  delle  varie  proteasi  parziali  fosse  o  no  giustificata  sempre 
dalla  presenza  delle  corrispondenti  albumine  da  digerire. 

II.  —  Sulla  diffusione  dei  vari  enzimi  e  poteri  glutinolitici, 
fibrinolitici,  caseinolitici,  albuminolitici,  ecc.   nei  vari  animali. 

A)  Risultati  principali.  —  Non  avvenne  mai  che  su  circa  410  succhi 
digestivi  appartenenti  a  196  specie  comprendenti  tutte  le  classi  ani- 
mali, dal  mammifero  al  protozoo,  ve  ne  fosse  uno  dotato  di  potere 
albumolitico  o  sierolitico  che  mancasse  di  potere  fibrinolitico,  caseino- 
litico  o  glutinolitico. 

Conclusesi  quindi,  che  non  esistono  nel  resno  animale  enzimi  pro- 
teolitici  esclusivamente  arouminolitici  e  sierolitici,  cioè  che  non  siano 
dotati  anche  di  potere  caseinolitico,  fibrinolitico  e  glutinolitico.  Perciò 
quando  un  enzima  proteolitico  è  dotato  di  potere  albumolitico  o  sie- 
rolitico è  sempre  dotato  anche  degli  altri  tre  poteri.  Così  pure  quando 
un  enzima  proteolitico  è  dotato  di  potere  caseinolitico  e  fibrinolitico 
è  sempre  anche  dotato  di  potere  glutinolitico. 

Non  sempre,  invece,  avviene  il  contrario:  accade  spessissimo  che 
una  proteasi  sia  dotata  di  potere  glutinolitico  e  non  fibrinolitico,  ca- 
seinolitico, ecc.,  oppure  che  sia  dotata  di  potere  fibrinolitico  o  casei- 
nolitico e  non  del  potere  sierolitico  e  albumolitico  ;  tutto  dipende 
dall'attività  o  dalla  concentrazione  dell'enzima. 

Ora,  se  i  poteri  albumolitico,  fibrinolitico,  caseinolitico,  glutinoli- 
tico, ecc.,  fossero  rappresentati  da  altrettanti  proteasi  parziali,  si 
dovrebbero  trovare  anche  dei  liquidi  digestivi  dotati  soltanto  di  po- 
tere albumolitico  e  sierolitico,  cioè  privi  di  potere  caseinolitico  o 
fibrinolitico,  oppure  enzimi  dotati  di  questi  due  ultimi  potesi,  ma 
non  del  glutinolitico,  ciò  che,  come  si  disse,  non  si  è  mai  avverato. 

Risultati  secondari.  —  1°  La  mucosa  esofagea  si  mostrò  attiva  quasi 
esclusivamente  per  la  gelatina,  e,  delle  16  specie  tra  mammiferi  ed 
uccelli  studiate,  diede  risultato  positivo  soltanto  quella  di  9  specie 
di  uccelli  e  di  quasi  tutte  le  19  specie  di  pesci  provate. 

2°  Il  succo  gastrico  di  tutte  le  82  specie  di  vertebrati  provate 
si  mostrò  più  o  meno  attivo  sulla  gelatina,  tanto  acida  che  alcalina. 
Riguardo  all'  attività  sugli  altri  albuminoidi  vedi  il  testo. 

3°  Le  appendici  piloriche  dei  pesci  si  mostrarono  tutte  attive 
sulla  gelatina  e  quasi  tutte  anche  sulla  fibrina  e  sulla  caseina.  Sul- 
l'albume invece  si  mostrarono  tutte  inattive. 

4°  Le  proteasi  di  tutti  gli  invertebrati  studiate  si  mostrarono 
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attive  sulla  gelatina;  fecero  eccezione  solo  quelle  delle  specie  suc- 
chianti  o  degli  stadi  non  nutrientisi  seguenti  :  culex  pipiens  (animale 
perfetto  e  crisalide),  gastrus  equi,  ephemera  vulgata,  vanessa  cardui, 
(animale  perfetto  e  crisalide),  ixodes  ricinus,  holoihuria  tubulosa,  astro- 
pecten  aurantiacus,  e  tutti  i  vermi  provati,  meno  la  taenia  erakis  ed 
inflexa  e  Vhorrnogaster  Redii. 

5°  Il  tratto  addominale  del  tubo  digerente  fu  sempre  il  più  at- 
tivo, poi  venne  regolarmente  il  tratto  toracico  e  quindi  la  parte 
cefalica  (glandole  salivari,  ecc.). 

6°  La  parte  cefalica  diede  risultato  negativo  soltanto  in  11  delle 
50  specie  di  insetti  studiati,  nonché  quella  di  tutte  le  specie  succia- 
trici  o  degli  stadi  non  nutrientisi  più  {ephemera,  crisalidi). 

7"  La  parte  '.cefalica  attiva  si  riscontrò  sempre  nelle  specie  do- 
tate di  parte  addominale  attivissima. 

8°  Il  succo  epatico  ed  il  succo  splenico  si  mostrarono  attivi 
soltanto  sulla  gelatina  e  precisamente  quelli  di  25  specie. 

9°  Secondo  l'attività  dei  succhi  digestivi  si  può  stabilire  presso 
a  poco  il  seguente  ordine  delle  varie  classi  animali:  1°  uccelli  e  pesci; 
2°  mammiferi  ;  3°  atropodi  (tra  i  quali  primeggiano  gli  aracnidi)  ; 
4°  rettili;  5°  molluschi;  6°  crostacei;  7°  echinodermi;  8°  spongiari, 
celenterati,  protozoi  e  vermi  parassiti. 

10°  Considerando  l'alimento,  vennero  quasi  sempre  prima  le  pro- 
teasi  dei  carnivori  e  degli  onnivori  e  poscia  quella  degli  erbivori  ed 
infine  quella  dei  succiatori  e  di  quegli  stadi  che  hanno  cessato  di 
nutrirsi  {ephemera,  ninfe). 

11°  Le  eccezioni  peraltro  non  mancarono:  infatti  le  proteasi  di 
16  specie,  quantunque  erbivore,  si  mostrarono  molto  attive  anche 
sulle  albumine  animali. 

Come  vedremo,  avviene  spesso  che  manchi  la  ragione  teleologica 
che  giustifichi  la  presenza  di  un  dato  enzima  o  di  una  data  pro- 
prietà, ciò  che  parla  contro  la  specificità  delle  proteasi. 

12.  Furono  sempre  gli  enzimi  triptici  più  attivi  sulla  gelatina 
che  furono  attivi  sugli  altri  quattro  albuminoidi  e  non  mai  i  più 
deboli. 

III.  —  Diffusione  relativa  degli  enzimi  e  dei  poteri  glut inolitici, 
fibrinolitici  ,   caseinolitici  ,  sierolitici  ed  alhumolitici  ,  nei  vegetali. 

\"  Sulle  proteasi  di  63  specie  di  vegetali  studiate,  41  hanno  dimo- 
strato un  potere  proteolico  sulla  gelatina 

2°  Soltanto  per  il  ficus  carica  e  per  le  tre  euphorbiae  si  è  po- 
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tuto  dimostrare  un'azione  sulla  fibrina  molto  energica,  mentre  per 
altre  30  l'azione  fibrinolitica  fu  debole  o  dubbia. 

3°  Non  si  è  mai  osservato  il  caso  di  un  infuso  vegetale  che 
fosse  dotato  di  potere  fibrinolitioo,  caseinolitico,  ma  non  già  glutino- 
litico. 

IV.  —  Diffusione  dei  vari  enzimi  o  poteri  glutinolitici, 
fibr inolitici,  caseinolitici,  sierolitici,  albumolitici  nei  microbi. 

\°  Nessuno  degli  enzimi  o  liquidi  culturali  dei  65  microrganismi 
provati  si  mostrò  dotato  di  potere  albuminolitico  o  sierolitico,  senza 
che  contemporaneamente  fosse  pure  dotato  di  potere  caseinolitico, 
fibrinolitico  o  gelatinolitico. 

2°  Tutti  i  microrganismi  privi  di  enzima  glutinolitico  mancarono 
pure  costantemente  dell'enzima  o  del  potere  fibrinolitico,  caseinolitico. 
sierolitico  o  albuminolitico. 

3°  Di  tutti  i  microrganismi  studiati,  dimostrarono  possedere  un 
enzima  fibrinolitico  e  caseinolitico  soltanto  i  seguenti:  Sarcina  au- 
rantiaca,  s.  lutea  (molto  debole),  b.  prodigioso,  b.  piocianeo,  b.  del 
carbonchio  ematico,  b.  del  tetano,  b.  del  carbonchio  sintomatico, 
b.  edema  maligno,  tutti  i  vibrioni  (m!?no  il  saprophiles),  l'aspergillus 
niger  e  Va.  fumigatus,  la  botritis  bassiana,  lo  sterigmatocistis  alba. 

4"  Si  mostrarono  poi  dotati  di  potere  albumolitico  soltanto  il 
b.  piocianeo  ed  il  b.  del  carbonchio  sintomatico  (debole). 

5'^  Nei  liquidi  putridi,  nel  terreno,  ecc.,  abbiamo  trovato,  enzimi 
microbici  ancora  più  energici  del  b.  piocianeo,  attivissimi  sull'al- 
bume coagulato. 

6''  Esiste  una  indiscutibile  relazione  tra  i  vari  poteri  proteolitici 
in  discorso  :  in  genere  l'enzima  proteolitico  più  attivo  sulla  gelatina 
è  anche  quello  che  è  più  attivo  sugli  altri  quattro  albuminoidi  e  vi- 
ceversa. 

7°  Lo  stesso  risultato  diedero  tutti  i  microrganismi  proteolitici 
isolati  dall'intestino  e  tutte  le  numerose  miscele  di  microrganismi 
eminentemente  proteolitiche  costituenti  la  flora  dei  liquidi  putridi, 
terreni,  ecc. 

8°  Le  miscele  di  microrganismi  della  putrefazione  sono  dotate  di 
un  potere  albumolitico,  sierolitico,  ecc.,  estremamente  energico,  molto 
superiore  a  quello  degli  stessi  microrganismi  isolati. 
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V.  —  Diffusione  degli  enzimi  negli  autolizzati: 

Non  si  ebbe  mai  il  caso  di  un  autolizzato  dotato  di  azione  triptica 
attivo  sulla  caseina;  sulla  fibrina,  ecc.,  che  non  lo  fosse  pure  fjulla 
gelatina. 

VI.  —  Ordine  nella  comparsa  ontogenetica  di  vari  enzimi 
e  poteri  proteolitici  parziali. 

1°  Tanto  nel  pancreas  che  nello  stomaco  degli  embrioni  umani, 
quanto  in  quelli  di  maiale,  di  cane,  di  pecore  e  di  bue,  non  si  è  mai 
avverato  il  caso  che  compaia  prima  l'enzima  o  potere  albumolitico 
o  sierolitico  e  poscia  il  caseinolitico,  il  fibrinolitico  ed  il  glutinolitico; 
si  è  sempre  invece  avuto  prima,  come  ai  solito,  la  comparsa  dell'en- 
zima gelatinolitico  e  poscia  quella  del  fibrinolitico  e  del  caseinolitico, 
mentre  l'enzima  o  potere  sierolitico  ed  albumolitico  compaiono  quasi 
esclusivamente  dopo  la  nascita. 

20  L'enzima  glutinolitico  si  trova  certamente  nel  pancreas  dell'em- 
brione umano  di  18  cm.,  in  quello  di  maiale  di  12  cm.,  in  quello  di 
cane  di  13  ^  cm.,  in  quello  di  pecora  di  31  cm.,  in  quello  di  bue 
di  15  cm.,  ed  in  quello  di  coniglio  di  6-7  cm. 

3°  Gli  enzimi  o  poteri  fibrinolitico  e  caseinolitico  comparvero  nel 
pancreas  dell'embrione  umano  al  4P-6°  mese  in  quello  di  maiale  di 
35  cm.,  in  quello  di  cane  di  13  i  j,  f^J^a..  in  quello  di  pecora  di  31  cm., 
in  quello  di  bue  di  35  cm.  ed  in  quello  di  coniglio  di  6-8  em. 

4°  L' enzima  o  potere  fibrinolitico  e  caseinolitico  dello  stomaco 
comparvero  nell'embrione  umano  al  5-'-6°  mese;  in  quello  di  maiale  di 
17-20  cm.,  in  quello  di  pecora  di  19  cm.,  in  quello  di  bue  del  pancreas 
17  cm.,  in  quello  di  coniglio  di  6-7  cm.  in  quello  di  ratto  4-5  cm. 

Il  potere  sierolitico  ed  albumolitico,  comparvero  quasi  esclusiva- 
mente dopo  la  nascita. 

Nel  cane  e  nel  gatto  pare  proprio  che  tutti  e  due  gli  enzimi  non 
si  trovino  che  dopo  la  nascita. 

VII.  —  Ordine  della  secrezione  dei  vari  enzimi 
e  poteri  proteolitici  parziali  nei  microbi. 

Non  si  è  mai  dato  il  caso  che  durante  la  secrezione  degli  enzimi 
proteolitici  da  parte  dei  microbi,  comparissero  prima  gli  enzimi  albu- 
molitici,  sierolitici  e  poscia  i  caseinolitici,  i  fibrinolitici  ed  i  glutino- 
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litici.  La  presenza  degli  enzimi  o  poteri  albumolitici  e  sierolitici  è 
stata  sempre  accompagnata  dagli  enzimi  o  poteri  fibrinolitici,  oasei- 
nolitici  e  glutinolitici. 

Vili.  —  Ordine  nella  comparsa  delle  varie  proteasi  parziali 
nell'attivazione  dei  proenzimi. 

Nella  trasformazione  dello  zimogeno  in  tripsina  attiva  non  avvenne 
mai  che  gli  enzimi  albumolitici  e  sierolitici  comparissero  prima  dei 
fibrinolitici  e  glutinolitici.  La  comparsa  dell'enzima  glutinolitico  pre- 
cede sempre  quella  di  tutti  gli  altri,  susseguita  subito  daU'enzima  o 
potere  fibrinolitico  e  caseinolitico. 

IX.  —  Comportamento  dei  diversi  enzimi  o  poteri  proteolittci 
di  fronte  agli  agenti  fisici,  calore  e  luce. 

2.  Non  è  mai  avvenuto  che  l'azione  della  temperatura  di  50°  e 
60°  C.  per  un'ora  e  della  luce  solare  diretta  per  200  ore  distrug- 
gesse il  potere  glutinolitico  della  tripsina  e  della  papaina  e  conser- 
vasse il  fibrinolitico  ;  perchè  alla  scomparsa  del  potere  glutinolitico 
segui  sempre  la  scomparsa  anche  del  potere  fibrinolitico. 

3"  Una  soluzione  di  pepsina  Merk  1  %o  riscaldata  a  60°  C.  per  60', 
75'  ed  a  65°  C.  per  30'-4:5'-75'  perdette  tutti  i  poteri,  meno  il  fibrino- 
litico . 

4°  Sottoponendo  la  pepsina  alla  temperatura  di  60°  C,  per  1-2-3  ore 
non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  rimanesse  distrutto  il  potere  fibri- 
nolitico o  caseinolitico  e  si  conservasse  il  sierolitico  e  l'albumino- 
litico. 

5°  Dei  il  enzimi  microbici  sottoposti  all'azione  della  temperatura 
di  50°  e  60°  C.  per  un'ora  ed  alla  luce  solare  per  2C0  ore,  nessuno 
ha  mai  perduto  il  potere  glutinolitico  conservando  il  fibrinolitico. 
Tutte  le  volte  che  i  suddetti  enzimi  conservarono  il  potere  fibrinoli- 
tico, conservarono  sempre  anche  il  potere  glutinolitico. 

X.  —  Comportamento  dei  vari  enzimi  proteolitici  parziali 
di  fronte  alla  filtrazione  attraverso  alla  porcellana. 

1°  Non  è  mai  avvenuto  di  ottenere  alcuno   fra  5  successivi  filtrati 
alla  porcellana  delle  stesse  soluzioni  di  tripsina,  di   pepsina  e  degli 
enzimi    microbici  che  fosse  dotato  di  potere  albumolitico,  serolitic 
e  non  fibrinolitico  o  caseinolitico  o  glutmolitico. 
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2°  Mentre  alla  5*  filtrazione  il  potere  glutinolitico  della  pepsina 
si  ridusse  ad  V^,  e  scomparve  quasi  del  tutto  il  potere  fibrinoli- 
tico,  invece  il  potere  caseinolitico  era  2;ià  scomparso  dopo  la  3*  fil- 
trazione . 

3°  Mentre  il  potere  albuminolitico  della  pepsina  scomparve  già 
dopo  la  prima  filtrazione,  il  potere  sierolitico  scomparve  dopo  la  2"*, 
il  caseinolitico  dopo  la  3"  ed  il  fibrinolitico  dopo  la  4^ . 

4"  Mentre  il  potere  glutinolitico  delle  culture  microbiche  si  ri- 
dusse circa  alla  metà  dopo  la  5^  filtrazione,  il  potere  fibrinolitico 
scomparve  alla  3^  filtrazione,  il  caseinolitico  alla  4^  erj  il  sierolitico 
ed  albumolitico  alla  1'^ . 

XI.  —  Comportamento  dei  vari  enzimi  o  poteri  proteolitici 
verso  la  dialisi. 

1°  Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  nel  dializzato  di  tripsina 
e  pepsina  venisse  conservato  l'enzima  sierolitico  ed  albumolitico 
e  venisse  distrutto  invece  il  caseinolitico,  il  fibrinolitico  e  il  gluti- 
nolitico . 

Ogni  volta  che  venne  conservato  il  potere  fibrinolitico  e  caseino- 
litico, venne  pure  sempre  conservato  anche  il  glutinolitico . 

2°  Dopo  una  dialisi  di  24  ore,  e  di  3-5  giorni,  si  potè  dimostrare  nel 
dializzato  di  tripsina  un  terzo  del  potere  glutinolitico,  traccia  del  po- 
tere fibrinolitico  e  caseinolitico,  e  nessuna  traccia  del  potere  sierolitico 
ed  albuminolitico , 

3°  Nel  dializzato  della  pepsina  si  potè  dimostrare  traccia  dell'en- 
zima glutinolitico,  ed  in  discreta  quantità  i  poteri  fibrinolitico,  casei- 
nolitico, sierolitico  ed  albuminolitico . 

4°  L'acido  tartarico  e  l'acido  lattico  avrebbero  favorito  la  dialisi 
della  pepsina . 

XII.  —  Comportamento  comparativo  dei  diversi  enzimi 
0  poteri  proteolitici  di  fronte  ai  vari  agenti  chimici. 

1°  Non  avvenne  mai  che  la  tripsina  in  presenza  delle  varie  so- 
stanze chimiche  sperimentate  ed  in  presenza  o  no  della  luce  fosse 
attiva  sulla  fibrina  e  non  sulla  gelatina . 

2°  Non  avvenne  mai  che  la  pepsina  in  presenza  degli  acidi  fo- 
sforico, lattico,  tartarico,  acetico  fosse  attiva  sulla  fibrina  e  non 
sulla  gelatina,  cioè  che  si  fosse  distrutto  il  potere  gelatinolitico  e 
conservato  il  fibrinolitico.  Soltanto  in  presenza  dell'acido  cloridrico, 
propionico,  butirrico  e  valerianico  si  ebbe  digestione  della  fibrina 
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e  non  della  gelatina,  ma  ciò  non  dimostra  l'assenza  del  potere 
glutinolitico  della  pepsina  in  detti  casi,  ma  solo  che  la  gelatina 
non  viene  digerita  in  presenza  di  detti  acidi  ;  infatti  neutralizzando 
i  medesimi  e  sostituendoli  con  qualcuno  degli  altri  la  gelatina  venne 
fluidificata . 

Nessuno  dei  due  enzimi  sottoposti  all'acido  cloridrico,  nitrico,  ace- 
tico, ed  al  gas  acido  solfidrico  ha  mai  presentato  il  caso  di  conser- 
vare la  sua  attività  sulla  fibrina  e  di  perdere  quella  sulla  gelatina, 
cioè  che  fosse  distrutto  l'enzima  gelatinolitico  e  non  il  fibrinolitico. 
La  distruzione  dell'attività  glutinolitica  portò  sempre  con  sè  la  di- 
struzione dell'attività  fibrinolitica . 

Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  la  tripsina  in  presenza  degli  8 
sali  sottonominati  esplicasse  un'azione  albumolitica  o  sierolitica  e  non 
fibrinolitica  o  caseinolitica  e  tanto  meno  che  essendo  dotata  di  qual- 
cuno di  questi  poteri  mancasse  del  glutinolitico. 

Secondo  l'azione  favoreggiante  sulla  tripsina  i  vari  sali  si  possono 
disporre  come  segue  principiando  dal  piiì  favoreggiante: 

1.  Lattato  di  stronzio. 

2.  Acetato  di  calcio . 

3.  Lattato  di  calcio. 

4.  Ossalato  di  calcio. 

5.  Ossalato  di  stro.Tzio. 

6.  Nitrato  di  calcio. 

7.  Nitrato  di  stronzio. 

8.  Acetato  di  stronzio . 

Un'  azione  veramente  favoreggiante  sarebbe  stata  esplicata  dai 
primi  5  sali. 

Nessuna  delle  varie  sostanze  chimiche  provate  è  stata  capace  di 
distruggere  o  di  indebolire  il  potere  fibrinolitico  o  caseinolitico  della 
pepsina  conservando  intatto  l'albumolitico  od  il  sierolitico. 

Le  sostanze  che  hanno  messo  in  evidenza  le  maggiori  differenze, 
sono  state  gli  alcali  (carbonato  sodico  al  20-50  %,  ammoniaca  al 
5-20  %,  acetato  di  piombo  al  10  %). 

Non  si  è  mai  osservato  il  caso  che  la  pepsina  in  presenza  di  qual- 
cuno dei  4  acidi  provati  si  dimostrasse  dotata  di  potere  albuminoli- 
tico  o  sierolitico,  ma  non  fibrino  itico  o  caseinolitico. 

Eccezione,  come  al  solito,  fece  la  gelatina,  la  quale  si  comportò 
in  modo  speciale  verso  la  pepsina  e  verso  gli  acidi.  L'acido  clo- 
ridrico infatti^  come  dimostrai  r>ltra  volta,  fu  il  meno  favorevole, 
e  l'acido  ossalico  il  più  favorevole  alla  azione  glutinolitica  della 
pepsina. 
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L'enzima  proteolitico  del  bacillo  prodigioso,  bacillo  piocianeo,  ba- 
cillo sottile,  vibrio  Finkler-Prior,  vibrio  Milleri,  si  mostrò  dotato  di 
potere  glutinolitico  in  presenza  di  tutti  gli  acidi  provati  ad  eccezione 
del  solforico. 

Nessuno  dei  17  enzimi  microbici  sottoposti  all'azione  dell'acido 
cloridrico,  nitrico,  lattico,  malico,  butirrico,  formico,  citrico,  acetico 
ed  al  gas  acido  solfidrico,  ha  mai  perduto  il  potere  glutinolitico  con- 
servando il  fìbrinolitico.  Colla  distruzione  del  fibrinolitico  è  sempre 
avvenuta  anche  quella  del  glutinolitico. 

L'  acido  cloridrico,  acetico,  lattico,  butirrico,  formico  e  malico 
furono  i  meno  dannosi,  mentre  il  solforico  ed  il  nitrico  furono  quelli 
che  danneggiarono  più  l'enzima.  Mentre  in  presenza  dell'acido  ace- 
tico tutti  gli  enzimi  fluidificarono  la  gelatina,  in  presenza  dell'acido 
solforico  invece  si  mostrarono  tutti  quanti  inattivi. 

L'azione  nociva  dei  vari  acidi  fu  maggiore  nelle  prove  allestite 
con  gelatina  sodica  che  in  quelle  con  gelatiiìa  liquida,  esercitando  la 
liquida  un'azione  protettiva  sugli  enfimi  e  neutralizzante  sulle  so- 
stanze. 


XIII.  —  Sull'azione  fluidificante  di  varie  sostanze  chimiche 
•iulla  gelatina,  sulla  fibrina,  sulla  caseina,  sul  siero  e  sull'albume  solidi. 

1"  L'ordine  di  fluidificabilità  dei  5  soliti  albuminoidi  verso  le  varie 
sostanze  chimiche,  dedotto  dal  numero  totale  di  sostanze  chimiche  dalle 
quali  un  dato  albuminoide  venne  fluidificato,  fu  il  seguente: 

1°  Gelatina  fluidificata  da  19  sostanze 

20  Fibrina  »         »  8  » 

3°  Caseina  »         »  9  » 

4°  Siero  »         »  5  » 

5"  Albume  »         »  6  » 

Come  si  vede  quindi,  la  gelatina  è  stata  anche  verso  semplici  so- 
stanze chimiche  senza  proteasi  l'albuminoide  più  fluidificabile,  la  fibrina 
e  la  caseina  più  fluidificabile  del  siero  e  dell'albume,  i  quali  due  ultimi 
mostrarono  presso  a  poco  la  stessa  fluidificabilità. 

2°  La  potassa  caustica  1  ^2  %  attiva  sulla  fibrina  e  sulla 

caseina  che  sulla  gelatina. 

La  caseina  fu  più  resistente  degli  altri  albuminoidi  all'acido  sol- 
forico 75  %,  il  quale  fu  meno  attivo  su  questo  albuminoide  che  non 
l'acido  lattico  25-50  %. 

L'acido  solforico  fu  più  attivo  sull'albume  che  sul  siero. 
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3"  Delle  20  sostanze  provate  solo  l'acido  formico,  l'acido  ossalico, 
1  lattato  e  l'acetato  di  stronzio  si  mostrarono  inattive. 

XIV.  —  Uazione  inibente  di  varie  sostanze  chimiche 
sulla  produzione  e  secreziom  delle   proteasi  microbiche. 

Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  microrganismi  dotati  di  potere 
prot colitico  in  presenza  delle  varie  sostanze  producessero  proteasi 
fibrinolitiche  e  caseinolitiche,  ma  non  glatinolitiche. 

Secondo  l'azione  inibente  sulla  produzione  delle  proteasi  batteriche 
ed  in  parte  anche  sullo  sviluppo  dei  microrganismi,  le  varie  sostanze 
si  possono  disporre  come  segue,  principiando  da  quelle  che  si  mo- 
strarono dotate  di  maggior  potere  inibente: 


Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  microrganismi  dotati  di  potere 
proteolitico  producessero  in  presenza  dei  vari  sali  enzimi  sierolitici 
ed  albumolitici,  ma  non  fibrinolitici  e  caseinolitici. 

Secondo  l'azione  favoreggiante  sulle  proteasi  batteriche,  i  vari  sali 
si  possono  disporre  come  segue,  principiando  dal  più  favoreggiante; 


5°  Nitrato  »  » 

6°  Lattato  di  stronzio 

7°  Acetato  »  » 

8"  Nitrato  »  » 

Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  microrganismi  dotati  di  potere 
proteolitico  segregassero  in  presenza  di  glucosio  e^izimi  fibrinolitici  e 
caseinolitici,  ma  non  glutinoHtici.  La  presenza  dell'enzima  fibrinolitico 
o  caseinolitico  è  stata  sempre  accompagnata  anche  da  quella  del- 
'enzima  glutinolitico. 


1°  Chinina. 
2°  Antipirina, 
30  Stricnina. 
4°  Morfina. 
f)°  Trionale. 
6°  Sulfonale. 


1° 
20 

3° 


Ossalato  di  stronzio 
Acetato  di  calcio 
Lattato    »  » 
Ossalato  »  » 


Questi  4  sali  esercitano  vera- 
mente un'azione  favoreggiante 
inquantochè  i  microrganismi 
in  presenza  dei  medesimi  eser- 
citarono una  maggiore  azione 
proteolitica,  arrivando  a  scio- 
aliere  anche  l'albume. 


fi97 

L'azione  inibente  sullo  sviluppo  dei  batteri  e  sulla  produzione 
delle  proteasi  è  data  in  massima  parte  dall'acido  lattico,  infatti  la 
neutralizzazione  continuata  delle  medesime  permise  il  naturale  svi- 
luppo dei  batteri  e  la  produzione  delle  loro  proteasi. 

Su  gelatina  solida,  zuccherata,  invece,  quantunque  l'acidità  fosse 
pure  oltremodo  manifesta,  si  ebbe  non  solo  sviluppo  di  tutti  i  mi- 
crorganismi, ma  anche  produzione  della  relativa  glutinasi  presso  a 
poco  come  nei  controlli. 

L'essere  quindi  i  germi  immersi  nel  substrato  liquido  od  alla  su- 
perficie del  solido,  la  conseguente  minor  produzione  di  acido  e  la 
minore  azione  sui  germi,  la  presenza  di  un  albumiuoide  (gelatina)  che 
fissi  parte  dell'acido,  deve  influire  grandemente  sul  fenomeno. 

XV.  —  Comportamento  comparativo  dei  vari  enzimi  proteolitici 
verso  gli  agenti  precipitanti. 

Mediante  la  precipitazione  frazionata  ottenuta  con  alcool  ed  in 
vari  modi  (sia  quantità  diverse  di  alcool  ed  ugual  durata  dell'azione, 
che  uguale  quantità,  ma  per  diversa  durata)  non  è  mai  riuscito  di 
isolare  enzimi  dotati  di  potere  albumolitico  o  sierolitico  e  non  fibri- 
nolitico,  caseinolitico,  glutinolitico;  che  tutte  le  volte  che  il  precipi- 
tato presentò  il  potere  albumolitico  e  sierolitico,  presentò  anche  il 
fibrinolitico,  il  caseinolitico  ed  il  glutinolitico  (tripsina). 

Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  la  tripsina  e  la  pepsina,  iniet- 
tate nell'organismo  di  animali  eterotermi  (rane)  conservassero  il  po- 
tere fibrinolitico  e  caseinolitico  e  perdessero  il  glutinolitico.  Tutte  le 
volte  che  si  potè  dimostrare  l'enzima  fibrinolitico  o  caseinolitico,  si 
potè  dimostrare  anche  sempre  il  glutinolitico. 

Della  tripsina  e  della  pepsina  iniettate  nelle  rane  non  si  potè  più 
dimostrare  il  potere  sierolitico  ed  albumolitico. 

XVI.  —  fattività  od  inattività  di  un  ectoproteasi  sopra  un  dato  albu- 
minoide  dipende  dalla  qualità  delle  molecole  o  da  entrambe  le  cause? 
Mediante  la  concentrazione  si  può  sempre  rendere  attiva  una  proteasi 
per  un  albuminoide  per  il  quale  era  inattiva? 

Per  decidere  riguardo  alle  diverse  ipotesi  da  me  formulate  e  di- 
scusse nel  lavoro  provtxi  se  le  proteasi  private  mediante  agenti  fi- 
sico-chimici o  naturalmente  mancanti  di  alcuni  poteri,  potessero,  sia 
aumentandone  la  concentrazione  mediante  agenti  precipitanti,  o  me- 
diante l'evaporazione  nel  vuoto  a  bassa  temperatura,  sia  mediante 
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agenti  attivanti  (chinasi,  alcuni  sali,  ecc.)  potessero  acquistare  le  at- 
tività perdute  o  mancanti. 

Dalle  varie  esperienze  conclusi  che  se  si  confermerà  che  i  man- 
canti poteri  parziali  delle  proteasi  sono  riiDristinabili  mediante  la 
concentrazione  per  precipitazione,  o  per  evaporazione,  se  ne  potrà 
concludere  che  la  molecola  proteolitica  è  unica,  priva  di  catene  late- 
rali e  che  è  dotata  di  una  sola  attività  polivalente,  cioè  che  non  è 
specifica. 

XVII.  —  Comportamento  dei  diversi  enzimi 
a  poteri  proteolitici  parziali  di  fronte  agli  antienzimi  naturali. 

Trattando  soluzioni  di  tripsina  e  pepsina  all'I  %  con  antienzimi 
naturali,  tra  i  quali  il  siero  normale  e  l'albume,  nelle  più  svariate  pro- 
porzioni, non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  venisse  conservato  l'en- 
zima sierolitico  e  l'albumolitico,  e  venisse  distrutto  invece  il  potere 
fibrinolitico  e  caseinolitico,  venne  pure  sempre  conservato  anche  il 
glutinolitico. 

L'albume  ha  mostrato  un  potere  antitriptico  superiore  a  quello  del 
siero  di  sangue  n  ormale,  confermando  così  i  risultati  di  mie  prece- 
denti ricerche. 

XV^III.  —  Sulla  dimostrazione  dei  vari  enzimi  o  poteri  proteolitici 
mediante  il  preteso  anticorpo  del  Pollak. 

Il  peptone,  il  siero  in  dadi  e  persino  la  carta  bibula,  esercitarono 
un  maggior  potere  triptofissatore  ed  antitriptico  della  tripsina  bollita 
(anticorpo  del  Pollak)  perciò  non  è  il  caso  di  parlare  di  uno  speciale 
potere  antitriptico  di  quest'ultima. 

In  generale  gli  albuminoidi  liquidi  esercitarono,  come  era  da  pre- 
vedersi, una  azione  antitriptica  maggiore  di  quella  dei  solidi. 

Anche  gli  albuminoidi  allo  stato  liquido  esercitarono  una  maggiore 
azione  antitriptica  in  confronto  ai  solidi.  Ciò  si  spiega  perchè  gli 
albuminoidi  emulsionati  o  disciolti  fissano,  cioè  sottraggono  alla  ge- 
latina, un  maggior  numero  di  molecole  di  enzima  che  non  allo  stato 
solido  ;  inoltre  gli  albuminoidi  suddivisi  depositandosi  sulla  gelatina, 
quantunque  trascinino  sulla  medesirr.a  maggior  quantità  di  enzima, 
ne  ostacolano  tuttavia  l'azione  più  di  quelli  in  dadi. 

Anche  riguardo  al  potere  ovoalbumolitico  si  è  constatato  nella 
pepsina  bollita  un'azione  antitriptica  superiore  a  quella  della  tripsina. 

1  vari  albuminoidi  esercitarono  il  loro  potere  antitriptico  anche 
rispetto  al  potere  fibrinolitico. 
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Il  potere  antifibrinolitico  è  stato  maggiore,  come  al  solito,  negli 
albiiminoidi  liquidi  (siero,  albume)  che  nei  solidi. 

La  gelatina,  tanto  liquida  che  solida,  dimostrò  un  potere  antifi- 
brinolitico sulla  tripsina  minore  del  siero  e  dell'albume. 

Contrariamente  a  quanto  sostenne  il  Pollak,  l' infuso  pancreatico 
riscaldato  ad  80°  per  10'  non  esercitò  un  potere  antiglutinolitico  sul 
pancreas  fresco  superiore  ad  altri  organi,  quali  ad  esempio  il  rene  e 
la  milza,  venendo  anzi  superato  dal  tessuto  renale. 

Il  potere  antiglutinolitico  dell' infuso  pancreatico  inattivato  non  fu 
affatto  superiore  al  potere  antisierolitico. 

XIX.  —  Separazione  dei  vari  enzimi  parziali  mediante  la  fissazione 
ai  relativi  albuminoidi. 

Contrariamente  a  ciò  che  doveva  accadere,  se  le  proteasi  fossero 
monovalenti,  la  gelatina  liquida  ha  fissato  e  neutralizzato  una  minor 
quantità  di  glutinasi  che  non  il  siero  e  l'albume  secco. 

Anche  la  gelatina  solida  non  ha  fissato  maggior  quantità  di  gluti- 
nasi, della  caseina  e  dell'albume. 

Tanto  la  gelatina  liquida  quanto  la  solida,  fissarono  meno  o  tanta 
glutinasi  quanto  il  siero,  e  persino  quanto  la  pepsina  ed  il  peptone, 
ciò  che  parla  una  volta  di  più  contro  la  raonovalenza  degU  enzimi. 

Se  le  proteasi  fossero  monovalenti,  se  cioè  la  tripsina  fosse  un  mi- 
scuglio di  glutinasi,  di  fibrinasi,  cascasi,  ecc.,  la  glutinasi  avrebbe  do- 
vuto venir  fissata  dalla  gelatina  più  che  dai  siero,  invece  è  avvenuto 
tutto  il  contrario,  il  siero  ha  fissato  più  glutinasi  che  non  la  stessa 
gelatina,  ciò  che  non  parla  certo  in  favore  della  monovalenza  degli 
enzimi  proteolitici. 

XX.  • —  Tentativo  di  separazione  dei  vai-i  enzimi 
o  poteri  proteolitici  parziali  iniettandoli  neW organismo. 

Non  è  mai  avvenuto  che  la  tripsina  e  la  pepsina  2  % ,  iniettate 
in  forte  quantità  nella  giugulare,  nel  peritoneo  e  sottocute  a  cani  ed 
a  conigli  e  ricercate  dopo  5  ore  nel  peritoneo  e  nell'urina,  avessero 
perduto  il  potere  glutinolitico  e  conservato  il  fibrinolitico,  il  casei- 
nolitico,  ecc. 

Mentre  nell'urina  si  riuscì  a  dimostrare  entrambi  gli  enzimi,  nel  peri- 
toneo invece  non  si  trovò  che  la  pepsina. 

Tanto  della  pepsina  che  della  tripsina  non  si  riusci  a  dimostrare  altro 
che  il  potere  gelatinolitico  (per  la  tripsina),  il  fibrinolitico  ed  il  cascino- 
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liticO;  mentre  risultato  negativo  diede  la  ricerca  del  sierolitico  e  del- 
l'albumolitico. 

4°  Non  si  è  mai  avverato  il  caso  che  la  tripsina  e  la  pepsina 
iniettate  direttamente  negli  organi  di  cane  appena  morto  conservas- 
sero il  potere  fibrinolitico  e  caseinolitico  e  perdessero  il  glutinolitico. 
Tutte  le  volte  che  si  potè  dimostrare  l'enzima  fibrinolitico  o  casei- 
nolitico, si  potè  dimostrare  anche  sempre  il  glutinolitico. 

5°  Gli  organi  nei  quali  si  conservò  o  si  potè  dimostrare  la 
tripsina  furono  il  cervello,  il  polmone,  la  milza,  il  rene  ed  i  muscoli. 
Diedero  invece  risultati  negativi  il  cuore,  il  fegato,  le  capsule  sur- 
renali e  le  glandole  salivari. 

6°  La  pepsina  si  potè  dimostrare  soltanto  nella  milza  e  nel  rene 
e  solo  per  la  fibrina.  Non  è  improbabile  per  altro  che  cambiando  le 
condizioni  di  esperimento  questi  ultimi  risultati  possano  alquanto 
cambiare. 

XXr.  —  Tentativo  di  separazione  delle  pretese  proteasi  parziali 
mediante  i  sieri  specifici. 

Il  siero  ottenuto  da  cani  trattati  con  tripsina  dotata  esclusiva- 
mente di  potere  glutinolitico,  fibrinolitico  e  caseinolitico  mostrò  un 
potere  antiglutinolitico,  antifibrinolitico  ed  anticaseinolitico  molto 
inferiore  al  potere  antisierolitico  ed  antialbumolitico,  cioè  appunto 
tutto  il  contrario  di  quello  che  avrebbe  dovuto  accadere  se  la  tripsina 
fosse  stata  un  miscuglio  di  glutinasi,  fibrinasi,  cascasi,  ecc. 

XXII.  —  La  precipitazione  e  la  deviazione  del  complemento 
in  relazione  con  la  specificità  delle  proteasi. 

P  Se  la  tripsina  fosse  un  miscuglio  di  proteasi  parziali,  le  preci- 
pitine prodotte  dalla  ipotetica  glutinasi  (trispina  riscaldata  a  50°  C.) 
avrebbero  dovuto  dare  precipitazione  soltanto  colla  glutinasi  o  trip- 
sina riscaldata  a  50°  C,  mentre  invece  diedero  precipitazione  anche 
colla  tripsina  non  riscaldata,  cioè  colle  ipotetiche  fibrinasi,  cascasi, 
serasi,  ecc. 

2°  Così  pure  se  la  tripsina  fosse  un  miscuglio  di  proteasi  parziali, 
^siero  di  cani  trattati  soltanto  colla  ipotetica  glutinasi  (tripsina  ri- 
scaldata a  50°  C.)  non  avrebbe  dovuto  deviare  il  complemento  a  con- 
tatto con  le  altre  proteasi,  fibrinasi  e  cascasi,  cioè  con  tripsina  non 
riscaldata,  mentre  invece  si  ebbe  deviazione  anche  con  questa. 
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XXTII.  —  La  stessa  quantità  di  proteasi  è  capace  di  digerire  contem- 
poraneamente tutte  le  dosi  massime  di  albuminoidi  corrispondenti 
air  attività  delle  ipotetiche  proteasi  parziali  componenti? 

Una  data  quantità  di  una  proteasi  non  è  capace  di  digerire  con- 
temporaneamente le  dosi  massime  dei  vari  albuminoidi  corrispondenti 
all'attività  delle  proteasi  parziali,  come  dovrebbe  pure  avvenire  se  le 
proteasi  fossero  un  miscuglio  di  tante  proteasi  parziali  quanti  sono 
gli  albuminoidi  sui  quali  sono  attive. 

Così  infatti  10  cmc.  di  tripsina  al  5  %  :  a)  non  riuscirono,  dopo 
aver  digerito  1-5  gr.  di  fibrina,  a  digerire  nè  caseina,  nè  siero,  nè 
albume;  b)  dopo  aver  digerito  1-5  gr.  di  fibrina  non  riuscirono  a  di- 
gerire nè  caseina,  nè  siero,  nè  albume;  c)  dopo  aver  digerito  2-5  gr. 
di  caseina  non  riuscirono  a  digerire  nè  siero,  nè  albume;  d)  dopo 
aver  digerito  1  gr.  di  albumina  non  riuscirono  a  digerire  nè  caseina, 
nè  siero. 

XXIV.  —  La  presenza  delle  varie  proteasi  parziali  in  natura  è 
sempre  giustificata  dalla  presenza  delle  corrispondenti  albumine  da 
digerire  ? 

Se  avvenisse  spesso  in  natura  il  fatto  di  enzimi  proteolitici  attivi 
anche  su  albumine  colle  quali  l'essere  animale  o  vegetale  non  viene 
mai  a  contatto,  ciò  parlerebbe  contro  alla  monovalenza  o  specificità 
degli  enzimi  od  in  favore  della  polivalenza  dei  medesimi. 

Ammettendo  la  polivalenza  degli  enzimi  proteolitici  non  sorpren- 
derebbe più,  se  gli  enzimi  di  animali  carnivori  digeriscono  le  albu- 
mine vegetali  e  quelli  di  erbivori  le  albumine  animali  e  se  gli  enzimi 
vegetali  digeriscono  le  albumine  animali  ;  in  una  parola  se  animali  e 
vegetali  segregano  proteasi  attive  su  albumine  che  non  vennero  mai 
a  contatto  coi  medesimi. 

Per  quanto  concerne  la  digeribilità  gastrica  (dedotta  dal  tempo 
di  permanenza  dei  cibi  nello  stomaco)  i  cani  digeriscono  numerosi 
cibi  vegetali,  non  solo  bene,  ma  parecchi  persino  più  energicamente 
che  non  vari  cibi  animali. 

Così  il  riso,  le  paste,  il  pane,  la  polenta,  le  castagne  sarebbero 
per  il  cane  più  digeribili  della  carne  di  manzo,  di  cavallo,  di  agnello, 
di  castrato,  di  pollo,  di  vitella  e  di  maiale,  le  stesse  cipolle  ed  i  pi- 
selli sarebbero  rispettivamente  più  digeribili  della  ricotta  e  del  fe- 
gato e  persino  i  fagiuoli  e  le  fave  sarebbero  non  molto  più  indigeste 
del  rene  e  della  trippa. 
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Il  succo  gastrico  di  vari  animali  (appartenenti  alla  classe  dei 
mammiferi,  degli  uccelli  e  dei  peici)  esclusivamente  carnivori  si 
mostrò  attivo  anche  sopra  un'albumina  vegetale,  quale  il  glutine. 

Le  proteasi  di  animali  (mammiferi,  uccelli,  pesci,  molluschi  ed 
insetti)  esclusivamente  vegetariani  si  mostrarono  in  vitro  non  solo 
molto  attive  sopra  albumine  animali  (gelatina,  fibrina,  caseina),  ma 
pili  attive  che  sopra  un'albumina  vegetale  quale  il  glutine. 

Su  557  specie  di  piante  studiate  se  ne  trovarono  attive  sulla  ge- 
latina 105  vale  a  dire  il  30  %  circa. 

Dei  muschi,  delle  epatiche,  delle  equisetacee  e  delle  felci  studiate 
(fronde  con  sporangi,  fusti,  rizomi  e  radici),  in  tutto  11  specie,  non 
si  ebbe  alcun  caso  attivo. 

I  vari  organi  delle  piante  provviste  di  proteasi  si  trovarono  attivi 
nella  proporzione  seguente  : 


Caule   8  ;  53  =  15.0  % 

Foglie   5  :  53  =    9.8  % 

Latice   1  ;  53  =    1.8  o/o 

Fiori   4  :  52  =    7.8  % 

Semi   2  :  53  =    3.f)  % 

Tuberi   1  :  53  =  1.8% 

Radici   32  :  53  =  65.0  % 


Otto  fitoproteasi  (vedi  testo)  si  mostrarono  più  attive  sopra  al- 
bumine animali  (gelatina,  fibrina  e  caseina)  che  sopra  un'  albumina 
vegetale  diffusissima  quale  è  il  glutine.  Persino  il  latice  di  fico  e  la 
papaina  che  furono  attivi  persino  sul  siero  coagulato  furono  invece 
completamente  inattivi  sull'albume. 

I  numerosi  enzimi  di  animali  che  si  nutrono  esclusivamente  di 
albumine  animali,  albumine  appartenenti  ai  vermi,  agli  artropodi, 
ai  molluschi,  ai  pesci,  ai  rettili,  ed  agli  uccelli,  digeriscono  più  facil- 
mente la  caseina  che  non  ingeriscono  quasi  mai,  che  non  i  muscoli 
e  gli  organi  dei  numerosi  animali,  che  formano  il  loro  quotidiano 
nutrimento. 

I  numerosi  enzimi  di  animali  esclusivamente  ematofagi,  digeri- 
scono più  facilmente  la  gelatina  e  la  caseina  che  non  entrano  mai 
nel  loro  nutrimento,  che  non  il  siero  di  sangue  che  ne  è  la  parte 
principale. 

Infine  i  numerosissimi  enzimi  vegetali  che  digeriscono  in  vitro  più 
facilmente  parecchie  albumine  animali,  quali  la  gelatina,  la  fibrina, 
la  caseina,  ecc.,  che  non  tante  altre  fìto-albumine. 

Certi  animali  carnivori  (mammiferi,  uccelli,  pesci,  ecc.)  possono 
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digerire  alcune  sp3CÌo  di  anfibi,  di  rettili,  di  pesci,  di  molluschi,  ecc., 
rifiutate  dall'animale  nel  modo  più  assoluto. 

I  mammiferi,  gli  uccelli,  gli  anfibi,  i  pesci,  i  molluschi,  gli  artro- 
podi, ecc.,  digeriscono  anche  quelle  albumine  animali  o  vegetali  eso- 
tiche che  non  possono  assolutamente  avere  ingerito  antecedentemente, 
appunto  perchè  appartenenti  ad  altre  parti  del  globo.  Pensiamo 
infatti  alla  nutrizione  dell'uomo  e  degli  animali  indigeni  con  so- 
stanze alimentari  esotiche,  importate  di  recente;  pensiamo  ai  giardini 
zoologici,  ai  serragli,  ove  carnivori  esotici  digeriscono  albumine  di 
aniaiali  indigeni  (mammiferi,  uccelli,  pesci,  artropodi,  ecc.)  ed  animali 
erbivori  esotici  che  digeriscono  benissimo  vegetali  (semi,  frutta,  ecc.) 
di  piante  esclusivamente  indigene. 

Sono  gli  enzimi  proteolitici  nei  vegetali  (alghe),  attivi  sulle  albu- 
mine animali  (gelatina,  fibrina,  eoe.)  quantunque  all'inizio  della  vita 
ne]  globo,  secondo  quando  credesi,  non  esistessero  animali  e  quindi 
neppure  gelatina  e  fibrina,  e  tanto  meno  caseina,  comparsa  molto  piii 
tardi  COI  mammiferi. 

Allo  stesso  modo  gli  enzimi  proteolitici  dei  protozoi,  degli  spon- 
giari,  degli  echinodermi,  dei  vermi,  ecc.,  non  potevano  agire  sugli 
albuminoidi  dei  crostacei,  degli  insetti,  dei  miriapodi,  dei  molluschi, 
dei  tunicati,  dei  pesci,  e  tanto  meno  sugli  albuminoidi  degli  uccelli 
e  dei  mammiferi,  perchè  questi  non  esistevano  ancora. 

Ora  poi  se  da  un  lato  non  si  può  accettare  l'ipotesi  che  le  cel- 
lule secretrici  segreghino  continuamente  enzimi  senza  scopo,  non  si 
può  ammettere  dall'altro  che  lì  per  lì  esse  elaborino  e  secernino  en- 
zimi nuovi  per  ogni  albumina  che  viene  ingerita  :  così  il  fenomeno 
singolare  dell'attività  di  enzimi  su  albumine  colle  quali  l'essere  o  le 
cellule  secretrici  non  vengono  mai  a  contatto,  che  è  incomprensibile 
ammettendo  la  specificità  o  monovalenza  degli  enzimi,  è  invece, 
secondo  me,  spiegabilissimo  ammettendo  la  polivalenza  o  non  speci- 
cificità  dei  medesimi. 

La  differente  attività  poi  fra  secreto  e  secreto  digerente  si  spiega 
forse  facilmente,  colla  concentrazione  maggiore  o  minore  degli  enzimi. 

XXV.  —  Importanza  della  polivalenza  delle  proteasi  in  natura. 

Non  essendo  possibile  da  parte  delle  cellule  secretrici  l'immediata 
elaborazione  di  speciali  enzimi  proteolitici  ogni  volta  che  gli  animali 
ingeriscono  nuove  albumine,  ne  avverrebbe  che  gli  animali,  non  po- 
tendo digerire  che  le  albumine  alle  quali  sono  abituati,  dovrebbero 
perire  o  deperire  grandemente  in  mancanza  delle  medesime,  impe- 
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rocchè  non  sarebbe  suflBciente  alla  nutrizione  l'incompleto  assorbi- 
naento  gastro -intestinale  delle  albumine  indigerite  o  soltanto  digerite 
dalla  flora  intestinale. 

Così  non  potrebbero  vivere  da  noi  gli  animali  trasportati  dallo 
lontane  regioni  del  globo  e  popolanti  i  serragli  ed  i  nostri  giardini 
zoologici;  così  non  si  potrebbero  acclimatare  da  noi  animali  esotici 
senza  importare  cogli  animali  anche  i  rispettivi  cibi,  cosa  possibile, 
ed  anche  solo  parzialmente,  per  i  cibi  vegetali  non  potendosi  alle- 
vare per  la  stessa  ragione  gli  animali  esotici  adatti  a!  nutrimento. 

XXVI.  —  La  specificità  delle  proteasi  ed  i  reagenti  nella  ricerca 
e  nello  studio  delle  medesime. 

La  specificità  delle  proteasi  è  di  eccezionale  importanza  anche  in 
riguardo  alla  scelta  dei  metodi  e  reagenti  (albuminoidi)  per  la  ricerca 
e  lo  studio  delle  medesime. 

Ora  inveee  che  abbiamo  dimostrato  che  le  ecto-proteasi  sono  po- 
hvalenti,  che  agiscono  più  o  meno  sui  vari  albuminoidi  secondo  la 
loro  concentrazione,  cioè  secondo  il  numero  delle  molecole  attive  con- 
tenute in  un  dato  volume  di  soluzione,  ne  consegue  che  con  uno  od 
alcuni  soltanto  dei  medesimi  si  può  decidere  se  un  liquido  od  un 
materiale  qualunque  contiene  o  no  ecto-proteasi. 

Nella  scelta  si  cercherà  soltanto  che  il  reagente  abbia  i  migliori 
requisiti,  cioè  che  sia  il  più  sensibile,  il  più  sicuro  ed  il  più  comodo 
e  possibilmente  anche  che  permetta  di  istituire  facilmente  numerose 
prove. 

Tra  i  vari  reagenti  delle  eeto-triptasi,  la  gelatina  rimane  quindi, 
come  ebbi  a  dimostrare,  sempre  il  migliore.  Infatti  il  reagente  gela-' 
tina  è  attualmente  il  più  sensibile,  perchè  il  3-5  %  (metodo  Fermi 
può  rilevare  la  tripsina  anche  nella  diluizione  di  1  :  100,000-500,000  e 
trattandosi  di  tripsina  attivissima  anche  all' 1,000,000,  mentre  la  fi- 
brina non  riesce  utile  altro  che  all'  1  :  8,000;  il  siero  (metodo  di  Miiller 
e  Jochmann)  all'  1  :  1000,  e  l'albume  d'uovo  (metodo  di  Mett)  il  meno 
sensibile  dei  reagenti,  soltanto  quando  la  tripsina  è  all'  1  :  500  e  sia 
molto  attiva. 

La  gelatina  è  inoltre  il  più  sicuro  dei  reagenti,  perchè  oltre  la  sua 
grande  sensibilità  resiste  quanto  e  più  degli  altri  albuminoidi  ai 
vari  agenti  chimici  e  non  viene  fluidificata  da  nessuno  di  quelli  che 
entrano  in  campo  all'atto  pratico. 

La  gelatina  è  infine  il  reagente  più  comodo,  che  permette  facil- 
mente e  rapidamente  l'istituzione  di  innumerevoli  prove;  infatti  con 
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un  solo  tubo  di  gelatina  e  rispettivamente  con  una  sola  capsula  Petri 
si  può  decidere  sulla  presenza  o  no  della  proteasi  in  15-20  materiali 
diversi  e  quello  che  è  più  ancora  non  disponendo  che  di  tracce  di 
detti  materiali.  Abbiamo  già  visto  infatti  nel  capitolo  riguardante  la 
diffusione  delle  proteasi  animali  come  colla  gelatina  si  potesse  dimo- 
strare la  presenza  di  proteasi  anche  in  un  animale  minutissimo,  in 
una  testa  d' insetto  e  via  dicendo,  mentre  ciò  non  era  possibile  farlo 
colla  fibrina,  colla  caseina  e  tanto  meno  col  siero  e  coll'albume,  perchè 
sarebbero  occorsi  di  detti  animali  e  di  dette  teste  un  numero  for- 
tissimo. 

La  superiorità  del  mio  metodo  è  stata  poi  confermata  anche  re- 
centemente da  numerosi  sperimentatori. 

XXVIIT.  —  Conclusioni 

Dalla  lunga  lista  dei  precedenti  risultati  concludesi  quanto  segue: 
Che.  contrariamente  a  quanto  avrebbe  dovuto  avverarsi  se  le 
proteasi  fossero  specifiche  o  monovalenti,  non  si  è  mai  riusciti  a  di- 
mostrare un  enzima  che  fosse  dotato  soltanto  di  potere  albumolitico 
o  sierolitico  e  privo  di  tutti  gli  altri,  nè  nelle  innumerevoli  specie  di 
animali,  vegetali  e  di  microbi  ;  nè  negli  autolizzati  ;  nè  durante  la 
comparsa  ontogenetica  (embrioni  di  animali,  germogliamento  di  semi)'; 
nè  durante  l'attivazione  di  proenzimi.  Neppure  si  è  riusciti  a  mettere 
in  evidenza  le  ipotetiche  proteasi  esclusivamente  albumolitiche  o  sie- 
rolitiche  tentando  di  separarle,  sia  distruggendo  le  une  e  conservando 
le  altre  mediante  Fazione  del  calore,  della  luce  e  di  numerose  so- 
stanze chimiclie;  sia  cercando  di  separarle  mediante  la  filtrazione, 
mediante  la  dialisi,  mediante  la  precipitazione  ;  sia  cercando  mediante 
la  concentrazione  di  spiegare  il  fenomeno  della  perdita  di  attività 
dello  proteasi  e  quindi  illuminarci  sulla  costituzione  delle  medesime; 
sia  tentando  di  inibire  mediante  sostanze  chimiche  la  secrezione  delle 
proteasi  glutinolitiche,  fìbrinolitiche  e  caseinolitiche,  e  di  favorire  la 
secrezione  delle  sierolitiche  e  delle  albumolitiche,  sia  ricorrendo  agli 
antienzimi  naturali;  sia  sperimentando  col  preteso  anticorpo  del  Pollak 
(dimostrato  completamente  inesistente);  sia  tentando  la  separazione  o 
l'isolamento  delle  ipotetiche  proteasi  parziali  iniettandole  nell'organismo 
animale  e  ricercandole  poi  nelle  cavità,  nei  secreti,  negli  escreti  e  negli 
organi;  sia  tentando  la  separazione  mediante  la  fissazione  ai  supposti 
albuminoidi  corrispondenti  e  specifici  ;  sia  ricorrendo  ai  sieri  immuniz- 
zanti specifici  ed  alla  precipitazione  ed  alla  deviazione  del  complemento  ; 
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sia  cercando  di  risolvere  la  qaistione  se  la  stessa  dose  di  proteasi  sia 
capace  (come  dovrebbe  se  le  proteasi  fossero  un  miscuglio  di  enzimi 
parziali)  di  digerire  contemporaneamente  la  dose  massima  di  tutti  gli 
albuminoidi  sui  quali  la  proteasi  stessa  è  attiva;  sia  dimostrando, 
infine,,  che  la  presenza  delle  varie  proteasi  ]3arziali  non  è  in  natura 
affatto  giustificata  dalla  presenza  delle  corrispondenti  proteine  da  di- 
gerire; sia  infine  dimostrando  che  la  specificità  o  monovalenza  della 
proteasi  sarebbe  di  grave  danno  alla  vita,  alla  diffusione  e  alla  emi- 
grazione degli  animali. 

Termino  poi  ripetendo  che,  se  si  volesse  considerare  la  tripsina  un 
miscuglio  di  tanti  catalizzatori  monovalenti,  glutinolitici,  caseinolitici, 
fibrinolitici,  sierolitici,  albumolitici,  ecc.,  si  dovrebbe  far  lo  stesso  per 
la  pepsina,  venendo  così  a  poco  a  poco  a  creare  tanti  nuovi  enzimi 
peptici  quante  sono  le  varie  sostanze  albuminoidi  sciolte  dalla  pepsina, 
cioè  tante  peptoglutinasi,  peptofibrinolasi,  peptocaseasi,  peptosar co- 
lasi, peptoserolasi,  peptoalbumasi,  ecc. 

Lo  stesso  pure  si  dovrebbe  fare  conseguentemente  per  la  papaina 
e  per  tutti  i  secreti  o  succhi  proteolitici  animali  o  vegetali,  arrivando 
così  (dato  l'infinito  numero  di  succhi  o  secreti  proteolitici  ed  il  nu- 
mero infinito  di  sostanze  albuminoidi)  ad  un  numero  di  catalizzatori 
monovalenti  superiore  a  qualsiasi  immaginazione. 

D'altro  canto  poi  è  mai  possibile  che  un  enzima  attivo  sull'albume 
non  lo  sia  anche  sulla  gelatina,  sulla  fibrina,  sulla  caseina,  ecc.,  cioè 
su  albuminoidi  tanto  simili  tra  loro,  anzi  su  miscugli  (diversi)  delle 
stesse  proteine  e  viceversa? 


Istituto  d'Igiene  deliba  R.  Università  di  Cagliari 

diretto  dal  prof.  ODDO  Casagrandi 


I  virus  filtraìili  vaccinico  e  vaioloso  nella  loro  forma  granulare 

Vari  reperti  granulari  -  Specificità  -  Visibilità  «  in  vivo  )> 
Color  abilità  dei  granuli 


Prof.   O.  CASAGRANDI. 


I  virus  vaccinico  e  vaioloso  sono  stati  dimostrati  filtrabili  da  me 
per  primo,  uno  nel  1903,  l'altro  nel  1908. 

La  filtrabilità  del  virus  vaccinico  (vaiolo  bovino)  la  dimostrai  nel 
1903  con  l'innesto  di  filtrati  i  quali  senza  produrre  la  pustolosi  cuta- 
nea, nè  il  fenomeno  guarneriano  sulla  cute  dei  cani,  la  immunizza- 
vano verso  l'inoculazione  di  vaccino  non  filtrato  attivo  (1). 


(1)  Per  questo  motivo  vari  ritengono  che  la  dimostrazione  della  filtra- 
bilità del  virus  vaccinico  spetti  al  Negri,  che  la  dedusse  dalla  pustolosi 
e  dal  fenomeno  guarneriano  nel  1905  e  rese  nota  precisamente  a  distanza 
di  pochi  giorni  (Gazz.  med  ital.,  n.  13,  30  marzo  1905)  da  quando  io 
avevo  comunicato  alla  Società  dei  Cultori  di  Scienze  mediche  e  naturali 
in  Cagliari,  le  mie  nuove  ricerche  sulla  filtrabilità  del  virus  vaccinico, 
(sed.  25  marzo  1905)  dalle  qua'i  risultava  avere  con  virus  filtrato  otte- 
nuto la  pustolosi  e  il  fenomeno  guarneriano  cui  però  io  non  davo  ancora 
importanza  specifica 

II  fatto  d'avere  per  il  primo,  nel  1903,  fermata  l'attenzione,  con  dati 
sperimentali,  sulla  filtrabilità  del  virus  vaccinico,  quando  nessuno  pensava 
alla  possibilità  che  si  trattasse  di  un  virus  filtrabile,  non  può  però  mettersi 
in  dubbio. 

Anche  nella  relazione  dei  professori  Forlanini,  Mangiagalli  e  Golgi  (re- 
latore) sul  concorso  al  premio  Gagnola  (Una  scoperta  ben  provata  sulla 
natura  dei  miasmi  e  contagi)  sta  scritto:  «  mentre  (la  Commissione)  rico- 
nosce che  il  prof.  Casagrandi  ha  avanzato  per  primo  la  ipotesi  della  Altra - 
bilità  del  virus  vaccinico,  afferma,  ecc.  »  (Rendic.  Ist.  Lombardo  Se  e 
lettere,  serie  II,  voi.  XLI,  fase.  XX,  pag.  1038).  Anche  il  prof.  B.  Grassi 
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La  filtrabilità  del  virus  vaioloso  umano  la  dimostrai  nel  1908,  in 
base  alla  pustolosi  cutanea  nei  cani  e  al  fenomeno  guarneriano,  sulla 
cui  specificità  avevo  frattanto  avuto  occasione  di  convincermi,  mentre 
in  primo  tempo,  studiando  la  filtrabilità  del  virus  vaccinico,  mi  pa- 
reva esistessero  dei  fatti  che  non  permettessero  di  pronunziarsi  al 
riguardo  (1). 


nel  volume  Sui  progressi  della  Biologia  e  delle  sue  applicazioni  pratiche 
compiute  nelVultimo  cinquantennio .  dice:  «  Per  primo  (il  Casa:;randi)  portò 
argomenti  a  favore  della  filtrabilità  del  virus  vaccinico.  (Ginquant'anni  di 
storia  italiana,  R.  Acc.  dei  Lincei,  1911). 

Il  Volpino,  del  resto,  per  citare  Io  studioso  del  virus  vaccinico  che 
recentemente  di  più  si  è  distinto  per  l'importanza  dei  suoi  lavori  su  detto 
virus,  a  proposito  dell'argomento  della  filtrabilità  del  virus  vaccinico,  ante- 
pone sempre  il  mio  nome  a  quello  di  altri.  Cosi  dice  in  una  sua  nota; 
«  il  fatto  assodato  oramai,  della  filtrabilità  del  virus,  merito  principalmente 
dalle  ricerche  di  Casagrandi  e  di  Negri  »  (Riv.  Ig.  e  San.  pubblica,  To- 
rino, 1907,  pao.  737)  e  altrove:  «  assodato  il  fatto  della  filtrabilità  del  virus 
del  vaccino  e  del  vaiuolo,  per  opera  specialmente  di  Casagrandi  e  di  Negri  » 
(Patologica.  Genova,  1909,  pag.  511). 

(1)  Non  credo  che  alcuno  possa  contestarmi  la  priorità  di  avere  dimo- 
strato filtrabile  il  virus  vaioloso  fin  dal  1908.  Quegli  studiosi  che  occu- 
pandosi dell'argomento  citano  le  mie  ricerclie  come  rimontanti  al  1910, 
sono  in  orrore  se  ereditino  che  il  mio  lavoro  sul  vaiuolo  umano  sia  solo 
quello  pubblicato  nel  1910  o  sono  in  malafede  se  fingono  di  ignorare  le 
mie  precedenti  pubblicazioni.  La  letteratura  sulla  filtrabilità  del  virus 
vaioloso  è  cronologicamente  questa: 

1.  Casagrandi.  Sulla  filtrabilità  del  virus  vaioloso  umano.  Tip.  Sesta, 
5  maggio  1908,  e  Policlinico,  n.  11,  15  maggio  1908,  pag.  342. 

2.  Lo  STESSO.  Idem.  Tip.  Sesta,  Cagliari,  18  maggio  1908,  e  Policlinico, 
n.  13,  29  marzo  1908. 

3.  Levi  della  Vida.  Contributo  all' etiologia  del  vaiolo  umano.  Poli- 
clinico, n.  13,  29  marzo  1908. 

4.  Casaqeandi,  Sulla  filtrabilità  del  virus  vaioloso  umano  e  sui  suoi 
rapporti  col  virus  vaioloso  bovino.  Soc.  tra  i  Cultori  di  Se.  med.  e  nat,, 
Cagliari,  seduta  6  aprile  1908. 

5.  Lo  stesso.  Etiologia  del  vaiolo  umano.  Soc.  Ital.  di  Patologia. 
Riunione  di  Palermo,  13  aprile  1908. 

6.  V.  Prowazek  und  De  Bbaueepairb  in  Aragao  Untersuchungen  u. 
Clamydozoen  Mùnch.  med.  Woch.,  n.  44.  S  novembre  1908. 

7.  Gli  stessi.  Weitere  Unter.  u.  Clamydozoen.  Miinch.  med.  Woch., 
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PARTE  PRIMA. 

Disamina  dei  reperti  microscopici  granulari,  trovati  dopo 
la  scoperta  della  filtrabilità  dei  virus  vaccinico  e  va- 
ioloso. 

Volendo  farci  un  concetto  dei  reperti  osserv^ati  dai  vari  studiosi 
e  sopratutto,  ciò  che  oramai  si  impone,  volendo  mettere  in  relazione 
le  ricerche  degli  uni  con  quelle  degli  altri,  non  è,  a  mio  avviso, 
possibile  esporre  la  letteratura  in  ordine  cronologico. 

Ne  ho  quindi  distinta  la  trattazione  storica  in  tre  diversi  capitoli,  il 
primo  riferentisi  ai  granuli  miei  e  del  Volpino,  il  secondo  a  quelli 
del  Prowazeck  e  suoi  collaboratori,  il  terzo  a  quelli  del  Paschen,  il 
quarto  a  quelli  del  Guarneri  e  il  quinto  a  quelli  del  Terni. 

Capitolo  I. 
Corpuscoli  di  Casagrandi  e  Volpino. 

A.  —  Ricerche  di  Casagrandi  (1905-1906). 

Le  prime  indagini  di  tal  genere  sono  state  eseguite  da  me  nel 
1905  e  nel  1906  sul  virus  vaccinico  filtrato  attraverso  candele  Ber- 
kefeld  W. 

Dapprima  esse  non  mi  portarono  a  fermare  l'attenzione  su  alcun 
particolare  reperto,  riuscendo  solo  a  constatare  l'esistenza,  nei  fil- 
trati, di  masfie  granulari  che  non  prendevano  i  comuni  colori  anili- 
nici,  o  di  zolle  di  materiale  bleii  nei  preparati  fissati  coU'alcool  asso- 
luto e  colorati  coU'azzurro  II  e  Teosina  (Boll  Soc.  tra  i  cultori  delle 
se.  med.  e  nat.,  Caghari,  seduta  25  marzo  1905). 

Quando  però,  dopo  la  fissazione  in  alcool,  feci  seguire  il  tratta- 
mento col  metodo  di  Raetzmann  e  j)OÌ  dopo  colorai  con  l'azzurro  II 
e  l'eosina,  notai  fin  d'allora  «  un  detrito  finissimo  che  sembra  costi- 
tuito da  granuli  di  diversa  grandezza  a  contorni  non  bene  definibili, 
riuniti  ad  ammassi  piit  o  meno  grandi  »  e  aggiunsi  :  «  questa  speci'j 
di  detrito  per  la  costanza  e  per  l'abbondanza  del  reperto  non  può 
che  fermare  l'attenzione  ».  Noto  che  tale  reperto  lo  rinvenni  nei 
filtrati  anche  colorati  con  la  fucsina,  sia  sedimentati,  sia  precipitati 
col  siero  di  animali  trattati  coi  filtrati  e  non  in  filtrati  di  altri  ma- 
teriali, ciò  che,  conclusi,  avvalora  il  sospetto  che  il  deposito  sia  co- 
stituito dal  germe  del  vaccino  o  che  almeno  questo  vi  si  trovi,  lasciando 
insoluta  la  quistione  della  natura  del  germe  stesso  (Boll.  Soc.  cultori 
delle  Se.  med.  e  nat.,  Caghari,  28  giugno  1905). 
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Intanto  pensai  di  fare  ricerche  anche  nelle  cellule  corneali  dei 
conigli  inoculati  nelle  cornee  con  filtrati  di  vaccino  ed  i  primi  risul- 
tati di  tal  genere,  mi  spinsero  a  scrivere  di  essere  «  riuscito  a  sco- 
prire tra  cellula  e  cellula  e  anche  dentro  le  cellule  degli  ammassi  di 
sostanza  granulare,  male  definibili,  i  quali  parrebbero  riportarsia  quelli  che 
si  osservano  nei  filtrati  sedimentati  o  precipitati  (Ann.  d'Igiene,  Roma. 
1906,  pag.  128).  Nei  quali  filtrati,  successivamente,  precisando  il  com- 
portamento del  materiale  detritico  verso  vari  metodi  di  colorazione, 
e  precisamente  col  Giemsa.  attrasse  particolarmente  la  mia  attenzione 
quella  parte  di  esso  colorabile  in  rosso  carminio  che  indicai  come  un 
fine  materiale  granulare  ammassato,  trovando  che  esso  si  poteva  met- 
tere in  evidenza  anche  con  la  fuxina  e  la  ematossilina,  senza  però 
poterlo  difiierenziare  nel  restante  materiale  detritico. 

Mi  posi  allora  la  domanda:  si  tratta  del  germe  del  vaccino?  ri- 
spondendo :  l'esperimento  fatto,  inoculando  il  deposito  dei  filtrati 
sulla  cute  dei  cani  e  sulla  cornea  dei  conigli  dimostra  per  lo  meno 
che  esso  lo  contiene  (Ann.  Igiene  sper.  Roma,  1906,  pag.  582). 

Si  trattava  inoltre  di  un  reperto  che  non  rinveniva  in  nitri  mate- 
riali, compreso  lo  sputo  pertossico  che  pure  allora  sospettavo  po- 
tesse contenere  il  virus  in  uno  stadio  filtrabile,  ciò  che  poi  ulteriori 
esperimenti  me  lo  facevano  escludere. 

Frattanto  ritornavo  sul  reperto  costituito  di  elementi  piccolissimi 
di  apparenza  detritica  osservato  nelle  cellule  corneali,  reperto  che 
mi  richiamò  alla  mente  quello  osservato  nei  filtrati. 

Ed  ecco,  quanto  al  proposito  pubblicai  riportato  integralmente, 
dacché  questa  parte  dei  miei  studi  sul  vaccino  ha  per  me  una  im- 
portanza storica  indiscussa  ed  è  da  essa  sovrattutto  che  a  me  pare 
debba  dedursi  l'aver  io,  fin  dal  1906,  fissato  l'attenzione  sopra  il  re- 
perto di  particolari  granuli  endocellulari  nella  infezione  vaccinica 
corneale,  sui  quali  nessuno  aveva  fin'allora  fermato  l'attenzione. 

Scrissi  infatti  {Indagini  sulla  presevza  del  virus  vaccinico  nella  polpa 
vaccinica  e  nei  filtrati  attraverso  le  Berkefeld  W.  Ann.  Igiene  sper., 
Roma,  1906,  pag.  587):  «  Ho  ora  insistito  su  queste  ricerche,  cercando 
specialmente  di  perfezionare  la  tecnica  per  poter  allestire  dei  preparati 
permanenti  », 

Pur  non  essendo  riuscito  in  quest'ultimo  intento,  tuttavia  mi  pare 
dì  aver  assodato  tali  fatti  da  meritar  d'esser  presi  io  considerazione. 

Anzitutto  nelle  cornee  inoculate  con  vaccino  filtrato  e  nelle  quali  la 
infiltrazione  leucocitaria  è  scarsa  o  assente  negli  strati  periferici  delle 
cellule,  si  uotano  tra  le  cellule  stesse,  qua  e  là,  come  dei  tratti  granulari 
finissimi  che  si  colorano  in  rosa  :  questi  tratti  rappresentano  qualche 
volta  dei  veri  cumuli  granulari  nei  punti  in  cui  tre  cellule  si  toccano 
e  lasciano  come  uno  spazio  lacunare. 

Neiriuterao  delle  celiule  più  periferiche,  ma  non  in  tutte,  si  trovano 
elementi  di  tal  genere,  riconoscibili  per  i!  loro  colorito  rosso-carminio 
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pallido:  essi  sono  riuniti  o  sparsi  nel  protoplasma;  se  ne  osservanii 
anche  in  corrispondenza  del  nucleo  ;  però  questi  mi  pare  si  trovino  in 
un  altro  piano. 

Nelle  cornee  in  cui  la  infiltrazione  leucocitaria  non  è  intensa  questi 
granuli  si  trovano  adesi  ai  primi  strati  dell'epitelio  e  pare  che  i  letico- 
citi  accorrano  tutti  alla  superficie  della  cornea,  come  per  proteggere 
Vepitelio  dall'azione  di  questi  elementi. 

Io  non  posso  ne  saprei  aggiungere  altri  particolari  su  questo  reperto 
microscopico. 

Comunque  sia. . .  il  materiale  detritico  intra  ed  extracellulare  a  me 
pare  debba  avere  un'importanza  che  finora  è  passata  inosservata  tanfo 
più  che  evvi  chi  ammette  che  ìì  virus  sia  anche  extraccllulare  come 
Prowazeck. 

B.  —  Kicerche  del  Volpino  (190t-J908). 

Il  Volpino  intanto  riferiva  i  risultati  delle  sue  indagini  interes- 
santissime eseguite  in  campo  oscuro  su  cellule  corneali  inficiate  di 
virus  vaccinico.  {Corpuscoli  mobili  specifici  dell'infezione  vaccinica  nel- 
l'epitelio corneale  dei  conigli.  R.  Aoc.  medica,  Torino,  seduta  22  no- 
vembre i907  e  Riv.  Ig.  e  San,  Pubbl.,  16  die.  1907,  pag.  737). 

Le  osservazioni  di  quest'ultimo  Autore  corredate  di  molti  det- 
tagli, erano  eseguite  su  lembi  epiteliali  di  cornee  infettate  da  24  a  70 
ore,  osservate  in  un  campo  oscuro  ottenuto  colla  interposiz'one  di 
un  dischetto  centrale  di  carta  nera  fra  la  lente  superiore  e  l'inferiore 
di  un  condensatore  Abbe  e  all'ingrandimento  che  si  ottiene  coll'Obb. 
5  Kor.  e  gli  Ocul.  12  e  18  comp.  (cioè  tra  i  428  e  i  642  diam.). 

Si  trattava  di  corpuscoli  appena  visibili,  anche  quando  forma- 
vano degli  ammassi  relativamente  voluminosi,  non  superanti  i  due 
decimi  di  /,  di  corpuscoli  che  si  distinguevano  con  granda  fatica 
quando  erano  sparsi  in  numero  relativamente  scarso  nelle  cellule  e 
che  erano  ancora  visibili  alla  luce  diffusa  del  giorno  in  campo  chiaro 
a  luce  ben  misurata  e  a  forte  ingrandimento  (Obb.  2  mm.  apoc.  Zeiss 
ap.  num.  1,  5;  Ocul.  12  compens.)  sebbene  con  difficoltà;  non  lo  erano 
affatto  se  sparsi  dentro  la  cellula  in  numero  relativamente  scarso. 

Essi  erano  mobili  e  dotati  di  movimento  spontaneo.  Quando  si 
esaminino. .  .  «  gli  ammassi  di  corpuscoli  mobili  dell'infezione  vacci- 
nica »,  dice  l'Autore,  «  si  vede  un  movimento  vorticoso  in  questi  stessi 
ammassi  senza  che  sia  possibile  distinguere  nettamente  qual'è  la  forma 
dei  singoli  movimenti  che  avvengono  in  essi  »  ;  e,  nelle  cellule  che  pos- 
seggono un  numero  scarso  di  granuli  si  osserva  esistere  «  per  ogni 


712 


corpuscolo  un  movimento  oscillatorio  di  piccola  grandezza  ma  assai 
rapido  e  un  altro  movimento  che  è  di  traslazione  da  un  punto  aWaliro 
della  cellula  meno  rapido  ed  indipendente  dal  primo  >> .  Essi  sono  poco 
fortemente  luminosi  considerati  individualmente  per  cui  è  difficile  di- 
stinguerli quando  sono  pochi  e  sparsi  nel  corpo  cellulare  :  ammassati 
l'insieme  emana  una  luce  abbastanza  intensa  e  perfettamente  bianca. 
Il  luogo  dove  si  osservano  con  la  massima  chiarezza  questi  corpu- 
scoli, è  nell'interno  delle  cellule  epiteliali  ove  formano  degli  ammassi 
spesso  voluminosissimi  nel  protoplasma,  alla  periferia  del  protoplasma 
proprio  in  vicinanza  del  corpo  cellulare  intorno  al  nucleo  a  contatto 
della  membrana  nucleare  che  circondano  da  un  lato,  o  isolati  nel 
mezzo  del  corpo  cellulare.  Tali  ammassi  possono  cambiare  di  forma 
e  spostarsi  in  toto  e  anche  da  un  punto  all'altro  del  corpo  cellulare. 
«  In  condizioni  particolarmente  favorevoli  di  osservazione  si  possono 
osservare  anche  dentro  gli  spazi  intracellulari  ». 

Le  caratteristiche  speciali  di  questi  corpiccioli,  secondo  l'Autore, 
erano:  la  piccolezza  estrema  e  l'uniformità  dei  diametri,  la  mobilità 
spontanea,  V abbondanza  nelVacme  del  processo  patologico,  la  loro  pre- 
senza contemporanea  nelle  cellule  e  negli  spazi  intracellulari,  Vesclusiva 
e  costante  loro  presenza  nell'infezione  vaccinica. 

Il  Volpino  ritenne  il  reperto  descritto  «  non  solo  costante  ma 
anche  specifico  dell'infezione  vaccinica  »  e  i  corpuscoli  «  un  quid 
estraneo  alla  costituzione  normale  e  patologica  delle  cellule  »... 
«  inoltre  in  stretto  rapporto  con  il  virus  stesso  del  vaccino  ». 

C.  —  Rapporti  fra  i  corpuscoli  del  Casagrandi  e  quelli  de!  Volpino 
secondo  i  dati  rispettivi  del  1903-1906  e  1901-1908. 

Nel  marzo  1908,  intanto,  avendo  io  praticato  ricerche  microsco- 
piche su  filtrati  di  materiali  vaiolosi  [Sulla  filtrabilità  del  virus  vaioloso 
umano  e  sui  rapporti  tra  questo  virus  e  quello  bovino.  Policlinico,  Roma, 
n.  13,  29  marzo  1908,  p.  389),  riferii  di  aver  riscontrato  in  essi  dei 
piccolissimi  corpiccioli  che,  colorati,  si  presentavano  sferici  e  con 
certi  procedimenti  di  colorazione  «  almeno  »  scrissi  «  si  ha  l'im- 
pressione di  riscontrare  questo  particolare  »  circondati  da  un  aloncino 
scolorato,  mentre  con  altri  metodi  di  colorazione  l' aloncino  non  si 
osservava. 

Tali  corpiccioli  non  li  trovai  difEerenziabili  da  quelli  che  si  osser- 
vano nel  pus  vaccinico  filtrato  e  da  quelli  descritti  nel  1906  nelle 
cellule  corneali  inoculate  con  vaccino  bovino  filtrato  e  mi  parve  che 
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potessero  rispondere  a  quelli  indicati  del  Paschen,  salvo  la  grandezza, 
pur  riconoscendo  che  questa  poteva  essere  apparsa  più  grande  del 
reale  al  Paschen  atteso  il  modo  di  colorazione  adottato. 

Ritenni  anche  visibili  questi  corpiccioli  osservando  il  materiale  e 
fresco  col  Kondensor -Paraboloide  e  li  interpretai  tanto  nei  filtrati  di 
vaiolo  e  di  vaccino,  quanto  nelle  cornee  dei  conigli  inoculate  con 
pus  vaccinico,  rispettivamente  gli  agenti  specifici  dell'  infezione 
vaiolosa  umana  e  bovina.  Inoltre  li  ritenni  indubbiamente  gli  stessi 
sui  quali  aveva  fermato  recentemente  l'attenzione  il  Volpino  osser- 
vandoli GoU'illuminazione  degli  oggetti  in  campo  oscuro.  Successiva- 
mente poi  {Sulla  filtrabilità  del  virus  vaioloso,  sulla  sua  natura  e  sui 
rapporti  col  virus  vaccinico.  Soc.  tra  i  Cult,  delle  Se.  med.  e  nat.,  Ca- 
gliari, Sed.  6  aprilo  1908  e  Soc.  Ital.  di  PatoL,  Palermo  Sed.  13 
aprile  1908)  precisando  i  metodi  di  colorazione  di  questi  corpiccioli 
nei  filtrati  di  vaiolo,  con  la  pioctanina  fenica,  col  bleu  di  toluidina 
acetico,  con  la  fuxina  fenica  ed  anilinica,  con  il  cresil-violetto  anilinico, 
coU'azzurro  II  e  l'eosina,  col  Glemsa,  previo  trattamento  coi  metodi 
di  Raetzman,  Linosay-Jones,  Lòffler,  analogamente  a  quelli  vacci- 
nici, li  descrissi  come  piccole  massoline  sferiche  colorate  circondate 
di  un  aloncino  incolore  ;  credetti  di  osservarli  sotto  questo  aspetto 
anche  coll'illuminazione  in  campo  oscuro  col  mezzo  del  condensatore 
paraboloide  e  mi  parvero  rispondere  a  quelli  osservati  dal  Paschen. 

Nelle  cornee  inoculate  coi  filtrati  li  osservai  fuori  ed  entro  le  cel- 
lule; quivi  però  meno  rifrangenti  ;  mi  parve  anche  che  fossero  mobili 
in  massa  e  in  essi  invisibile  l'alone,  per  quanto  non  essendo  i  cor- 
piccioli  addossati  gli  uni  agli  altri  emettersi  la  supposizione  dell'esi- 
stenza attorno  ad  ogni  corpicciolo  di  un  materiale  che  non  permet- 
teva la  giusta-apposizione  della  parte  che  si  colora. 

Che  tali  corpiccioli  fossero  identici  a  quelli  osservati  dal  Volpino 
non  convenne  però  questo  Autore,  ritenendo  egli,  che  i  corpiccioli  da 
lui  osservati  non  fossero  stati  in  precedenza  visti  dagli  studiosi  che 
si  erano  occupati  dell' etiologia  del  vaccino  non  avendo  alcuno  di  essi 
osservato  la  mobilità  che,  scrisse  l'autore,  «  è  il  solo  carattere  che 
possa  distinguerli  da  numerose  altre  granulazioni  di  natura  diversa 
che  si  posono  riscontrare  nelle  cellule  corneali  patologiche.  {Sul  reperto 
di  corpuscoli  mobili  nelle  cornee  dei  conigli  inoculate  di  vaccino.  Po- 
liclinico, sez.  prat.,  n.  18,  3  maggio  1908,  pag.  549). 

Questo  studioso  infatti  fin  d'allora  non  attribuiva  molta  impor- 
tanza ai  preparati  colorati  dicendo  :  «  la  diagnosi  dei  corpuscoli 
da  me  visti  non  si  può  fare  nei  preparati  colorati  se  non  prima  si 
sono  osservati  a  fresco  col  metodo  di  illuminazione  in  campo  oscuro 
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ed  è  ugualmente  nei  preparati  difficilissima  da  farsi  »  aggiungendo 
anche  :  «  al  momento,  clie  io  sappia  almeno,  non  si  sono  neppure 
trovati  ancora  per  questi  corpuscoli,  metodi  di  colorazione  differen- 
ziali ». 

E  su  questo  concetto  della  poca  importanza  del  reperto  micro- 
scopico colorato,  egli  insistè  in  altra  sua  successiva  pubblicazione 
{Ulteriori  ricerche  sui  corpuscoli  mobili  neWinf erione  vaccinica.  Riv. 
Igiene,  Torino  1908,  pag.  207)  nella  quale  dice  :  «  Del  resto  i  prepa- 
rati fissati  e  colorati,  assai  poco  aggiungono  alla  nostra  conoscenza  di 
questi  elementi.  Gli  ammassi  colorati  sono  così  fitti  di  granuli,  che  nel 
loro  insieme  essi  sembrano  a  prima  vista,  più  zolle  di  sostanza  colorata 
in  azzurro,  che  dei  granuli  riuniti  assieme.  Soltanto  verso  la  periferia 
di  queste  masse  di  sostanza  si  disti  tguono  granuli  isolati  colorati  nello 
stesso  modo  e  solo  osservando  alla  luce  artificiale  si  può  con  forti  si- 
stemi di  lenti,  intravedere  anche  neWinterno  una  fina  granulosità  che 
compone  le  masse  stesse.  Si  può  però  anche  nei  preparati  fissati,  in 
alcune  cellule  vedere  soltanto  dei  corpuscoli  colorati  in  bleu,  perfetta- 
mente isolati  e  molto  piccoli.  Tutto  ciò  al  di  fuori  del  dato  della  colo- 
rahilità  così  dimostrato,  non  aggiunge  però  molto  nella  descrizione  a 
quanto  è  stato  detto  a  proposito  dei  preparati  a  fresco  ». 

Per  mio  conto,  pur  lasciando  al  Volpino,  come  dirò  in  seguito,  il 
merito  di  aver  fatto  una  reale  scoperta  con  le  sue  osservazioni  sulla 
mobilità  dei  granuli  in  vivo,  più  ho  lavorato  sul  vaccino,  più  mi  sono 
persuaso  che  il  reperto  endocorneale  sul  quale  av^vo  fissato  l'attenzione 
nel  1906,  colorando  coll'azzurro  II  e  l'eosina  risponde  ai  fini  granuli 
mobili  che  si  osservano  a  fresco  in  campo  oscuro  :  le  mie  preparazioni 
microscopiche  indubbiamente  sino  da  allora  assai  perfezionate  (sebbene 
non  perfette)  mi  avevano  infatti  permesso  di  fissare  l'attenzione  sul 
reperto  granulare  intracellulare  ed  estracellulare  endocorneale  in  ma- 
niera decisa  tanto  da  incominciare  il  paragrafo  del  lavoro  dicendo 
«  intanto  mi  preme  fermare  l'attenzione  sopra  uu  altro  reperto  » 
e  da  addivenire,  nel  contesto  dello  stesso  a  frasi  come  queste  :  «  mi 
pare  di  aver  assodato  tali  fatti  da  meritare  di  esser  presi  in  consi- 
derazione »  ;  trattarsi  di  un  reperto  che  «  a  me  pare  debba  avere 
una  importanza  che  finora  è  passata  inosservata  », 

Metto  in  paragone  i  caratteri  del  reperto  mio  e  di  quello  del  Vol- 
pino come  risultano  dalla  mia  memoria  pubblicata  nel  1906  a 
pag.  587-588  degli  Annali  d'Igiene  e  dalla  prima  nota  del  Volpino 
pubblicata  nel  1907  a  pag.  737  della  Riv.  d'Igiene  e  San.  Ptibblica. 
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Osservazioni  sui  graj^uli  vaccinali  nelle  cellule  corneali 

DEI  CONIGLI  infettate: 


con  vaccino  filtrato  attraverso  le 
Berkefeld  W  secondo  Casagrandi 
— 1906. 

Preparati  colorati  coll'azzurro  II 
e  l'eosina  previo  trattamento  col 
metodo  di  Raetzman. 


Neir  interno  delle  cellule  più  pe- 
riferiche ma  non  in  tutte  si  tro- 
vano elementi  di  tal  genere  (tratti 
granulari  finissimi),  riconoscibili 
per  il  loro  colorito  rosso  carminio 
pallido. 

Essi  sono  riuniti  o  sparsi  nel 
protoplasma  cellulare  ;  se  ne  os- 
servano anche  in  corrispondenza 
del  nucleo  pet  o  questi  mi  pare  si 
trovino  in  altro  piano. 


Nelle  cornee  inoculate  con  vac- 
cino filtrato  e  nelle  quali  la  in- 
filtrazione leucocitaria  è  scarsa  o 
assente  negli  strati  periferici  delle 
cellule,  si  notano  tra  le  cellule 
stesse  qua  e  là  come  dei  tratti 
granulari  finissimi  che  si  colorano 
in  rosa:  questi  tratti  rappresen- 
tano qualche  volta  dei  veri  cu- 
muli granulari  nei  putiti  in  cui 
tre  cellule  si  toccano  e  lasciano 
come  uno  spazio  lacunare. 


C071  vaccino  non  filtrato  secondo 
Volpino  —  1907. 


Preparati  a  fresco  osservati  col- 
r  illuminazione  in  campo  oscuro 
(obb.  5  a  secco  Kor.;  Ocul.  comp. 
12-18). 

Il  luogo  dove  si  osservano  con 
la  massima  chiarezza  questi  cor- 
puscoli è  neWinterno  delle  cellule 
epiteliali,  ove  per  lo  più  essi  for- 
mano degli  ammassi  spesso  volu- 
minosi nel  protoplasma. 

Questi  ammassi  hanno  delle  di- 
Sjjosizioni  varie.  Talora  essi  stanno 
alla  periferia  del  protoplasma  pro- 
prio in  vicinanza  del  contorno 
cellulare;  tal'altra  sono  isolati  in- 
vece nel  bel  mezzo  del  corpo  cel- 
lulare oppure  disposti  intorno  al 
nucleo  a  contatto  della  membrana 
nucleare,  che  circondano  da  un 
lato. 

Questi  corpuscoli  non  si  trovano 
soltanto  dentro  le  cellule  :  mi  fu 
dato,  infatti,  in  casi  particolar- 
mente favorevoli  di  osservazione, 
vederli  anche  negli  spazi  intra- 
cellulari. 


Il  fatto  di  avere  io  parlato  di  detrito,  di  materiale  detritico,  non 
può  infirmare  la  mia  opinione  sull'identitcà  del  reperto  per  il  fatto 
che  del  detrito  ne  esiste  fuori  e  dentro  le  cellule  nel  vaccino,  al  quale 
detrito  sarebbe  arrischiato  «  dare  uno  speciale  significato  etiologico  »  ; 
giacché,  se  mi  valsi  di  questa  denominazione  molteplici  volte  nella 
esposizione  delie  mie  ricerche,  è  anche  certo  che  spesso  e  anche  nello 
stesso  lavoro  del  1906,  lo  indicai  rappresentato  da  tratti  granulari 
finissimi,  da  cumuli  granulari,  da  granuli.  Trattandosi  di  rilievi  ese- 
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guiti  su  preparati  colorati,  tali  indicazioni  chiariscono  di  che  facessi 
sinonimo  il  mio  materiale  detritico  (l). 

Il  fatto  poi  di  non  aver  osservato  i  preparati  del  Volpino 
(Policlinico,  3  maggio  1908),  prima  di  identificare  il  mio  reperto  del 
1906  col  suo  del  1907,  non  può  avere  peso  contro  il  giudizio  di 
identificazione,  giacché  nel  caso  in  ispecie,  io,  pur  riferendomi  a 
preparati  colorati  nei  quali  emergevano  solo  due  delle  proprietà  dei 
granuli  del  Volpino,  la  piccolezza  estrema  e  ìe  caratteristiche  dispo- 
sizioni ad  ammassi  nelle  cellule,  oltre  a  presentarsi  anche  negli  spazi 
intercellulari,  non  ero  addivenuto  a  questa  convinzione  se  non  dopo 
aver  eseguite  osservazioni  anche  a  fresco  (in  campo  oscuro  con  il 
Kondensor-Paraboloide)  nelle  cellule  corneali  infette,  dove  li  avevo 
osservati  mobili  in  massa.  Infatti  nella  seduta  del  6  aprile  1908,  della 
Società  dei  Cultori  d-^lle  Scienze  Mediche  e  Naturali,  in  Cagliari,  poco 
dopo  la  pubblicazione  della  mia  seconda  nota  «  sulla  filtrabilità  del 
virus  »,  ecc.,  prima  cioè  di  queste  osservazioni,  dissi:  «  Nelle  cornee 
inoculate  coi  filtrati  si  osservano  entro  e  fuori  le  cellule...,  quivi 
sono  anche  meno  rifrangenti:  ma  ciò  è  spiegabile  atteso  il  mezzo  in 
cui  si  trovano  che  non  è  certamente  così  trasparente  come  l'acqua 
distillata  o  salata:  paiono  anche  mobili  in  massa  ». 

Infine,  il  non  averli  il  Volpino  potuti  «  mai  riconoscere  nei  liquidi 
organici  (linfa  vaccinica)  in  mezzo  alle  numerose  altre  granulazioni 
che  dominano  il  campo  microscopico  »,  è  spiegabile  dacché  le  osser- 
vazioni del  Volpino  si  riferiscono  a  preparazioni  di  lembi  di  epitelio 
in  umor  acqueo  o  in  acqua  salata,  dove  quindi,  il  liquido  ambiente 
non  poteva  che  contenere  innumerevoli  granuli  i  più  diversi,  mentre 


(1)  Il  quale  non  paragonai  a  quello  osservato  nei  filtrati  di  sputo  di 
pertossici  (SulV etiologia  della  tosse  convulsa.  Policlinico,  1906,  fase.  41, 
sez.  prat.,  pag  1317)  perchè  nello  sputo  filtrato  il  materiale  detritico  mi 
diede  un'inipressione  ben  diversa.  Se  trovai  infatti  nel  filtrato  di  sputo 
«  ammassi  di  materiale  colorato  in  rosso-carminio  identici  a  quelli  osservati 
nello  sputo  non  filtrato  »,  scrissi  anche  a  proposito  di  questi  ultimi  che  essi 
riportano  alV  idea  di  piccolissimi  batteri  agglutinati  e  non  esser  possibile 
confonderli  con  il  detrito  leucocitico,  detrito  che  si  colora  in  bleu  pallido 

Inoltre  nei  filtrati  descrissi  dei  granulini  bluastri  riuniti  in  cumuli 
i  singoli  elementi  dei  quali,  apparivano  estremamente  piccoli  e  che,  una 
volta  passati  attraverso  le  candele  porose,  bisognava  ammettere  si  riu- 
nissero gli  uni  agli  altri,  a  meno  che,  srrissi,  quelli  che  restano  sparsi,  ri- 
mangano invisibili  per  la  loro  piccolezza. 

E  cosi  pure,  nel  lavoro  in  esteso,  ho  parlato  di  granuli  finissimi, 
ai  quali  non  attribuii  alcuna  importanza  specifica,  giacché  scrissi: 
(t  si  può  dimostrare  che  questi  granuli  non  hanno  alcnna  importanza 
etiologica,  dacché  l'uomo,  la  cui  mucosa  vtnne  sporcata  con  il  centrifu- 
gato di  un  filtrato  ottenuto  attraverso  ad  una  Chaniberland  B,  che  esclu- 
sivamente li  conteneva,  non  ebbe  a  soffrirne  alcun  disturbo.  (Sulla  filtra- 
bilità del  virus  pertossico.  Voi.  in  omaggio  al  prof.  Fenoglio,  1907,  pag.  32, 
Tip.  Dessy,  Cagliari). 

E  che  io  ritenessi  di  essere  di  fronte  a  un  reperto  diverso  da  quello 
riscontrato  nel  vaccino,  risulta  anche  a  pag.  583  dallo  stesso  lavoro  citato 
«  Sulla  presenza  del  virus  vaccinico  nei  filtrati  e  nelle  cornee  dei  conigli  ». 
del  1906,  dove,  dopo  aver  riferite  le  ricerche  sui  filtrati  di  vaccino  ed  avere 
detto  che  nei  filtrati  di  polpa  di  mollusco  contagioso  ho  trovato  dei  corpi 
che  si  diportano  in  modo  analogo,  aggiungo  che  «  quelle  fatte  sui  filtrati 
dello  sputo  di  pertossici  e  anche  sullo  sputo  stesso  non  filtrato,  non 
avrebbero  condotto  a  mettere  in  evidenza  un  reperto  simile  in  tale  mate- 
riale ».  (Annali  d'Igiene,  Roma  1906,  pag.  583). 
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io  mi  riferisco  a  liquidi  in  ottime  condizioni  di  ricerca,  a  fiUrati  che 
erano  «  perfettamente  ìimpidi  o  appena  appena  opalescenti  guardati 
a  luce  trasversa  »  (Ann.  Igiene  sper.  Roma,  1906,  pag.  581).  Di  più. 
le  mie  ricerche  di  allora  erano  fatte  in  campo  chiaro  e  sul  deposito 
nebuloso  che  si  formava  nei  filtrati  centrifugati. 

Ben  è  vero  che  (Id.  ib.)  questo  deposito  nebuloso  lo  trovai  costi- 
tuito «  da  corpiccioli  estremamente  piccoli,  rifrangenti,  isolati  e  aggrup- 
pati in  ammassi  irregolari,  immobili  o  dotati  di  un  debole  movimr.nto 
browniano  »,  corpiccioli  che  negli  ammassi,  scrissi,  hanno  una  tinta 
lievemente  tendente  al  giallognolo  e  ricordano  perfettamente  quelli 
osservati  nella  polpa  vaccinica  non  filtrata,  riferendomi  a  quanto 
avevo  osservato  nella  polpa  vaccinica  colorata  coi  metodi  Levaditi- 
Giemsa,  dove  sul  fondo  verdastro  del  preparare  avevo  notato  un 
finissimo  materiale  granulare  di  un  colorito  con  lieve  tinta  al  giallo- 
gnolo. Ma,  siano  o  no  esatte  queste  mie  ricerche  siti  filtrati  di  virus 
vaccinico,  non  è  stata  fatta  alcuna  ricerca  che  tolga  a  questo  reperto 
ogni  e  qualsiasi  importanza:  Prowazeck  e  Beaurepaire,  anzi^  in  ciò 
che  resta  sull'ultrafiltro  dei  filtrati  attraverso  le  Berkefeld,  trova- 
rono corpuscoli  la  cui  descrizione  risponde  a  quella  dei  corpuscoli 
già  da  me  osservati  nei  miei  filtrati,  corre  vedremo  fra  poco. 

D.  —  Quadro  comparativo  tra  i  copiiscoli  del  Volpino 
e  quelli  del  Casagrandi. 

Ma  il  Volpino,  in  un  quadro  comparativo  ponendo  a  confronto 
coi  suoi,  i  dati  rilevati  su  corpuscoli  vaccinici  da  me  studiati,  e  ag- 
giungendovi alcune  osservazioni  nel  contesto  del  lavoro,  trae  diffe- 
renze nuove  tra  il  suo  ed  il  mio  reperto. 

Ho  quindi  creduto  opportuno,  per  una  buona  orientazione  (1), 
istituire  due  confronti,  un  primo  tra  i  granuli  osservati  fuori  delle 
cellule  e  un  secondo  tra  quelli  osservati  entro  le  cellule,  gli  uni  e  gli 
altri  separatamente  in  preparati  a  fresco  ed  in  preparati  colorati. 

Ed  ecco  quanto  risulta  dai  paragoni  istituiti: 


(1)  Ho  già  detto  (Ann.  Igiene  sper,  1910,  pag.  41-42).  Se  si  sommano 
i  caratteri  dei  reperti  da  me  pazientemente  cercati  per  un  triennio,  fino 
al  1906,  nei  filtrati  di  vaccino,  a  fresco  e  in  preparati  colorati,  con  quelli 
messi  in  chiaro  nel  1906  nelle  cellule  corneali  inoculate  coi  filtrati,  a  mezzo 
di  colorazioni  coU'azzurro  II  e  l'eosina,  e  poi  ancora  nelle  cellule  corneali 
inoculate  coi  61trati  di  vaccino  e  vaiolo  e  nei  relativi  feltrati  fino  al  1908 
a  mezzo  di  preparati  a  fresco  in  campo  oscuro  e  di  preparati  colorati,  si 
finisce  col  costituire  un  quadro  dei  caratteri  dei  granuli  vaccinici  con  dati 
che  naturalmente  non  possono  collimare  tra  di  loro. 

Basterà  che  io  faccia  presente:  che  i  granuii  vaceinici  appaiono  immo- 
bili nei  filtrati  (per  vederli  mobili  occorre  che  i  filtrati  siano  recentissimi 
e  provengono  da  materiale  di  fresco  raccolto  e  triturato)  mentre  nelle 
cellule  corneali  hanno  la  caratteristica  mobilità  descritta  dal  Volpino  :  che 
nei  filtrati  appaiono  alenati,  mentre  nelle  cellule  corneali  l'alone  non  <=i 
vede,  nè  a  fresco  in  campo  oscuro,  nè  colorando  col  Giemsa  ;  che  nei  fil- 
trati appaiono  rifrangenti,  mentre  nelle  cellule  corneali  Io  sono  pochissimo, 
dato  il  diverso  mezzo  in  cui  si  osservano,  per  trarne  la  facile  deduzione, 
che  Una  cosa  è  osservarli  nei  filtrati,  un'altra  nelle  cellule  corneali. 
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Paragone  tra  i  corpuscoli  osservati  nel  vaccino 
(Gasagr^ndi  e  Volpino)  e  nel  vaiuolo  (Casagrandi) 


Fuori  dalle  cellule. 


Corpuscoli  di  Volpino. 


Corpuscoli  di  Casagrandi. 


a)  Osservati  a  fresco. 


Nessuna  descrizione  è  stata  data 
dair  Autore  su  filtrati  (1)  di  virus 
vaccinico,  nè  a  fresco,  nè  per  mezzo 
di  preparati  colorati. 

Non  potè  constatare  la  loro  pre- 
senza nel  liquido  della  prepara- 
zione (preparati  di  lembi  corneali 
infettati  col  virus  vaccinico)  dove 
però,  dice  VA.,  con  ogni  verosimi- 
glianza devono  trovarsi;  ma  dove 
è  impossibile  riconoscerli  in  mezzo 
ai  tanti  granuli  di  ogni  sorta  e  di 
ogni  grandezza  che  si  vedono  luc- 
cicare e  danzare  nel  liquido  {Acc. 
Med.  Torino  22  nov.  1907). 

Non  ha  mai  potuto  riconoscerli 
nei  liquidi  organici  (linfa  vacci- 
nica) in  mezzo  alle  numerose  altre 
granulazioni  che  dominano  nel 
campo  microscopico.  (Policl.  sez. 
prat.  pag.  55U). 


Nei  filtrati  di  vaccino  osservati 
a  fresco,  in  campo  chiaro,  corpic- 
cioli  estremamente  piccoli  rifran- 
g^enti,  isolati  e  aggruppati  in  am- 
massi irregolari  immobili  o  dotati 
di  un  debole  movimento  bro- 
wniano. Non  è  i^ossibile  stabilirne 
nè  la  forma  nè  le  dimensioni; 
certo  sono  inferiori  ad  un  quarto 
di  micron.  Negli  ammassi  essi 
hanno  una  tinta  lievemente  ten- 
dente al  gialliccio  {Ann.  Ig.,  Iii06, 
pag.  581). 

Nei  filtrati  di  vaiuolo,  come  quelli 
vaccinici,  si  presentano  come  pic- 
cole massoline  sferiche  colorate 
circondate  di  un  aloncino  incolore. 
Con  questo  aspetto  si  osservano 
anche  coli'  illuminazione  in  campo 
oscuro  per  mezzo  del  Kondensor 
Paraboloide  {Soc.  Cultori  Se.  med. 
e  nat.,  Cagliari,  6  aprile  1908). 

Nei  filtrati  di  vaccino  coll'illu- 
minazione  in  campo  oscuro,  pun- 
tini rifrangenti  alonati  identici  a 
quelli  che  si  osservano  nelle  cel- 
lule ^  corneali,  extra-  ed  intracellu- 
lari, colorabili  in  rosso  coll'eosina 
e  l'azzurro  II  e  da  quelli  osservati 
nelle  cornee  con  1'  illuminazione 
in  campo  oscuro  {Soc.  ital.  di  Pa- 
tologia di  Palermo,  13  aprile  1908). 

Il  virus  (vaioloso),  osservando  i 
filtrati  coir  illuminazione  in  campo 
oscuro,  «  si  presenterebbe  sotto 
forma  di  piccoli  corpiccioli  rifran- 
genti alonati  »  {Soc.  ital.  di  Pa- 
tologia, Palermo,  13  aprile  1908). 

Dopo  fissazione  in  alcool  asso- 
luto e  colorazione  coll'azzurro  II 


(1)  Quando  parlo  di  filtrati,  intendo  riferirmi  al  virus  fatto  passare 
attraverso  candele  porose,  Berkefeld  W,  Chamberland,  etc,  in  tali  condi- 
zioni da  ottenersi  un  liquido  privo  di  forme  batteriche  visibili  e  coltivabili. 
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b)  Osservati  in  preparatt  colorati. 

Segue  :  Corpuscoli  di  Casagrandi. 

e  l'eosina  per  una  ora,  zolle  di 
materiale  bleu  appena  percettibili 
sul  fondo  del  vetrino. 

Dopo  la  fissazione  in  alcool  per 
10  minuti,  passaggio  in  àcido  fo- 
sfovolframico  al  2  %  per  5  minuti 
e  colorazione  con  ì'  azzurro  II  e 
l'eosina  od  anche  con  la  semplice 
fuxina,  si  colora  un  detrito  finis- 
simo che  sembra  costituito  da 
granuli  di  diversa  grandezza  a  con- 
torni non  bene  definibili,  riuniti 
in  ammassi  più  o  meno  grandi,  de- 
trito che  impone  per  la  sua  co- 
stanza e  per  la  sua  abbondanza 
{Boll.  Soc.  Cultori  Scienze  med.  e 
nat.  Cagliari,  28  giugno  1905). 

Piccohssimi  elementi  di  appa- 
renza detritica  male  definibili  per 
forma  e  grandezza. 

Detrito  granulare  i  cui  elementi 
male  definibili  per  forma  e  gran- 
dezza, non  è  possibile  dire  se  ri- 
sultino di  un  solo  corpo  o  di  più 
corpi  insieme. 

Si  ha  grande  probabilità  che 
gli  ammassi  così  abbondanti  e  co- 
stanti nei  filtrati  sedimentati  e 
precipitati  siano  costituiti  dal 
germe  del  vaccino  o  almeno  si 
deve  ammettere  che  questo  germe 
si  trovi  in  essi  {Studi  sul  vaccino. 
Ann.  Ig.  sper.,  pag.  154-161,  1906). 

Fissando  coU'alcool  metilico  e 
poi  colorando  col  Giemsa,  am- 
massi granulari  di  tinta  pavonazza 
e  fra  essi  se  ne  notano  di  un  bel 
colorito  rosso-carminio;  la  fuxina 
carbolica  li  colora  lievemente  in 
rosso. 

Facendo  precedere  il  tratta- 
mento col  Raetzmann,  con  la  fu- 
xina le  massoline  granulari  ap- 
paiono nettamente  colorate  in 
rosa  riunite  in  ammassi  di  forma 
irregolare.  Con  il  liquido  di  Ni- 
colie,  appare  specialmente  rile- 
vante le  fine  granulosità  degli 
ammassi,  quasi  parrebbe  di  j)0ier 
definire  i  singoli  granuli  compo- 
nenti gli  ammassi. 


Segue  :  Corpuscoli  di  Casagrandi. 

Previa  fìs^^azione  in  sublimato 
idroalcoolico  e  colorazione  con  le 
ematossiline  si  colora  del  pari  di- 
scretamente il  materiale  detritico. 

Nei  preparati  di  filtrati  preci- 
pitati con  NO-iAg,  ammassi  gra- 
nulari che  col  Giemsa  assumono 
un  colorito  violetto  e  ammassi  a 
granuli  finissimi  di  un  bel  colorito 
rosso -carminio  in  tutto  simili  a 
quelli  osservati  nei  filtrati  centri- 
fugati. 

Fine  materiale  granulare  ammas- 
sato, che  assume  con  dati  procedi 
menti  una  tonalità  rosso-carminio, 
colorandolo  col  Giemsa  diluito  e 
che  si  può  mettere  in  evidenza,  ma 
meno  bene,  con  altre  colorazioni 
tra  cui  con  la  fuxina  e  con  l'ema- 
tossilina  senza  però  poterlo  bene 
difEerenziare  dal  restante  materiale 
detritico. 

Esso  risponde  a  quello  che  con 
metodi  analoghi  mette  in  evi- 
denza nella  polpa  vaccinica. 

Si  tratta  del  germe  del  vaccino  ? 

L' esperimento       dimostra  per 

lo  meno  che  esso  lo  contiene  {Stud 
sul  vaccino.  Ann.  Ig.  sper.,  pag.581 
e  582). 

Nei  filtrati  di  materiale  vaioloso 
corpiccioli  piccolissimi  colorabili 
previo  trattamento  coi  metodi  di 
Raetzmann,  Linosay-Jones,  Lòfi^- 
ler,  con  la  pioctanina  fenica,  col 
bleu  di  toluidina  acetico,  con  la 
fuxina  fenica  od  anilinica,  col 
creysilvioletto  anilinico,  coli'  az- 
zurro II  e  l'eosina,  col  Giemsa. 
Essi  come  quelli  vaccinici,  si  pre- 
sentano come  piccole  massoline 
sferiche  colorate  {Boll.  Soc.  fra  i 
Cultori  delle  Scienze  med.  e  nat, 
Cagliari,  6  aprile  1908). 

Puntini  colorabili  con  fuxina 
fenica  e  anilinica,  col  bleu  di  to- 
luidina acetico,  con  la  pioctanina 
fenica,  col  Giemsa,  previo  tratta- 
mento del  materiale  con  mordente 
di  Lòfìler,  acido  fosfovolframico, 
liquido  di  Linosay-Jones.  Questi 
corpiccioli  (FA.)  ritiene  gli  agenti 
dell'infezione  vaccinica  {Soc.  it. 
di  Patologia.  Palermo,  1908). 
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B.  Entro  le  cellule  corneali  deirocchio  dì  cunigli. 


a)  Osservazioni  in  preparati  a  fresco. 


Corpuscoli  di  Volpino. 


Corpuscoli  di  Casagrandi. 


Prime  osservazioni. 

Nelle  cellule  epite- 
liali osservate  coli'  il- 
luminazione in  campo 
oscuro  «  fini  corpu- 
scoli che  si  muovono 
con  grande  rapidità,  di 
piccolezza  estrema  », 
la  maggior  parte  ap- 
pena visibili  anche 
quando...  sono  radu- 
nati nell'interno  delle 
cellule  a  formare  degli 
ammassi  relativa- 
mente voluminosi . 
Non  superano  mai 
(credo)  i  due  decimi 
di  perciò  è  molto 
difficile  dare  notizie 
sulla  loro  forma. 


Ulteriori  osservazioni. 

Finissimi  corpuscoli 
di  ^/r^/s  di  u.  visibili 
nei  preparati  a  fresco 
di  epitelio  corneale 
sopratutto  bene,  col 
metodo  dell'illumina- 
zione in  campo  o- 
scuro...  (da  me  pro- 
posto) rotondeggianti 
leggermente  più  lun- 
ghi che  larghi;  la  ca- 
ratteristica più  impor- 
tante è  di  essere  mo- 
bili dentro  le  stesse 
cellule. 


Sono  dotati  di  «  mo-  Mobilissimi, 
vimenti  molto  vi- 
vaci»... Si  tratta  di 
un  movimento  non 
solamente  oscillatorio, 
ogni  corpuscolo  pos- 
siede «  un  movimento 
semplice  oscillatorio  di 
piccola  ampiezza  ma 
assai  rapido,  ed  un 
altro  movimento  che  ■ 
è  di  traslazione  da  un 
punto  all'altro  della 
cellula  meno  rapido  ed 
indipendente  dal 
primo». 


Considerati  indivi- 
dualmente poco  for- 
temente luminosi...  In 
causa  di  questa  scarsa 
luminosità  e  della  pic- 
colezza  estrema  è 
quindi  assai  difficile 
distinguerli  quando 


Pochissimo  rifran- 
genti :  in  campo  os^curo 
poco  luminosi  e  riflet- 
tenti luce  bianca 


Nelle  cornee  inocu- 
late coi  filtrati  di  vi- 
rus vaioloso  paiono 
meno  rifrangenti  (che 
nei  filtrati)  {Società 
Cultori  Scienze  med.  e 
nat.  Cagliari,  6  aprile 
1908). 
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Segue  :  Corpuscoli  di  Volpino. 

sono  pochi  e  piutto- 
sto sparsi  nel  corpo 
cellulare.  Quando  in- 
vece sono  radunati 
negli  ammassi  carat- 
teristici r  insieme  e- 
mana  una  luce  abba- 
stanza intensa  e  per- 
fettamente bianca. 

Senza  alone. 


Corpuscoli  di  Casagrandi. 


Il  luogo  dove  si  os- 
servano con  la  mas- 
sima chiarezza  questi 
corpuscoli  è  nell'  in- 
terno delle  cellule  epi  - 
teliali,  ove,  per  Io  più 
essi  formano  degli  am- 
massi, spesso  volumi- 
liosi  nel  protoplasma. 
Questi  ammassi  hanno 
delle  disposizioni  va- 
rie. Talora  stanno  alia 
periferia  del  protopla- 
sma, proprio  in  vici- 
nanza d'ìl  con  torno 
cellulare,  tal'altra 
sono  isolati  invece  nel 
bel  mezzo  del  corpo 
cellulare,  oppure  sono 
disposti  attorno  al 
nucleo  a  contatto 
della  membrana  nu- 
cleare, che  circondano 
da  un  lato. 


Nelle  cornee  ino- 
culate coi  filtrati  

l'aloncino  non  si  vede 
per  quanto  non  es- 
sendo i  corpuscoli  ad- 
dossati gli  uni  agli 
altri  ci  sia  da  sup- 
porre l'esistenza  at- 
torno ad  ogni  cor- 
picciolo  di  un  mate- 
riale che  non  per- 
mette la  giusta  ap- 
parizione della  parte 
che  si  colora  e  che 
si  vede  coli'  illumina 
zione  in  campo  o 
scuro  {Società  Cultori 
Sciente  med.  e  nat.  Ca 
gliari,  8  aprile  1908) 

Nelle  cornee  inocu 
late  coi  filtrati  si  os 
servano  entro  e  fuori 
le  cellule  {Società  Cui 
tori  Scienze  med.  e  nat 
Cagliari,  6  aprile  1908) 
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Srf/ìic:  Corpuscoli  di  Volpino. 


Si  può  notare  lo 
«  spostarsi  in  toto  degli 
ammassi  da  un  punto 
all'altro  del  corpo  cel- 
lulare »  e  il  «  cangiar 
forma  degli  ammassi» . 

Non  si  trovano  sol- 
tanto dentro  le  cel- 
lule.... in  casi  parti- 
colarmente favorevoli 
di  osservazione...,  an- 
che dentro  gli  spazi 
intracellulari. 

«Se  si  fissa  un 
punto  del  preparato, 
mettendo  in  mezzo  al 
campo  microscopico 
una  cellula  contenente 
di  questi  corpuscoli  » 
e  si  mette  «  il  micro- 
scopio nelle  ordinarie 
condizioni  per  l'osser- 
vazione alla  luce  dif- 
fusa del  giorno,  si  può 
facendo  uso  dei  più 
forti  ingrandimenti  e 
di  una  luce  ben  mi- 
surata (Oc.  12  comp., 
obb.2,  mm.  1.30Zeiss) 
vedere  ancora  questi 
corpuscoli,  ma  con  dif- 
ficoltà; non  si  vedono 
poi  affatto  se  essi  sono 
sparsi  dentro  le  cel- 
lule in  numero  relati- 
vamente scarso. 


Provai  e  u  t  e  m  e  n  t  e 
endocellulari.  Solo  ra- 
re volte  riscontrati 
negli  spazi  tra  le  cel- 
lule. 


Molto  meglio,  come 
ho  potuto  in  seguito 
constatare,  si  riesce  a 
vedere  questi  corpu- 
scoli in  campo  chiaro 
alla  luce  artificiale  del 
gas,  perchè  quivi  si 
distinguono  senza  dif- 
ficoltà (V.  anche  le 
figure  nella  tavola  del 
lavoro:  «  Ulteriori  ri- 
cerche, ecc.  »  Rivista 
Igiene  e  sanità  pub- 
blica. Torino  1908-. 


Corpuscoli  di  Casagrandi. 

Anche  paiono  mo- 
bili in  massa  {Società 
Cultori  Scienze  med.  e 
nat.  Cagliari,  6  aprile 
190S). 


b)  Osservazioni  in  preparati  colorati. 


Corpuscoli  di  Volpino. 

Nei  preparati  per  impressione 
e  par  striscio  fissati  in  alcool  as- 
soluto (10  m)  e  colorati  col  Giemsa 
(16-20  li.)  diluitissimo  (2  gocce  su 
12-15  crùc.  di  H2O)  i  corpuscoli  as- 
sumevano una  colorazione  rosso- 
violetta. 

Così  colorati  si  presentavano 


Corpuscoli  di  Casagrandi. 

Fissando  le  cornee  col  metodo 
indicato  dal  Raetzmann  per  la 
Spirochaete  di  Sehaudim  e  Ho£E- 
mann  e  colorando  coli' azzurro  II 
e  r  eosina . .  .  tra  cellule  e  cellule 
e  anche  entro  le  cellule....  am- 
massi di  sostanza  granulare,  male 
definibili,  i  quali  parrebbero  ripor- 
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Segue  :  Corpuscoli  di  Volpino. 

talora  riuniti  in  ammassi  più  o 
meno  voluminosi,  così  da  ricordare 
anche  non  di  rado  la  disposizione 
dei  corpuscoli  visti  a  fresco.  Anche 
per  i  diametri  essi  erano  molto  si- 
mili a  questi. 

Presenza  di  altri  elementi  gra- 
nulari i  quali  invece  di  colorarsi 
in  rosso  violetto,  si  colorano  co- 
stantemente con  la  stessa  solu- 
zione del  Giemsa  in  bleu  puro  più 
o  meno  pallidamente  ma  sempre 
in  modo  poco  intenso...  Questi 
corpuscoli....  assai  meglio  degli 
altri  precedentemente  colorati  in 
rosso,  riproducono  le  immagini 
viste  nei  preparati  a  fresco. 

Sopratutto  più  costante  è  la  di- 
sposizione in  animassi  e  più  fedele 
la  forma  e  le  dimensioni  degli  am- 
massi stessi .... 

...  I  preparati  fissati  e  colorati 
assai  poco  aggiungono  alla  cono- 
scenza di  questi  elementi.  Gli  am- 
ina.ssi  colorati  sono  così  fitti  di 
granuli  che  nel  loro  insieme  essi 
sembrano  a  prima  vista  più  zolle 
di  sostanza  colorata  in  azzurro  che 
granuh  riuniti  insieme.  Soltanto 
verso  la  periferia  di  queste  masse 
di  sostanza  si  distinguono  granuli 
isolati,  colorati  nello  stesso  modo 
e  solo  osservando  a  luce  artificiale 
si  può,  con  forti  sistemi  di  lenti, 
intravedere  anche  nell'interno  una 
fina  granulosità  che  compone  le 
masse  stesse. 


Non  si  colorano  nelle  sezioni  nè 
con  r  ematossilina  nè  col  liquido 
del  Giemsa.  {Riv.  Ig.,  1908). 


Corpuscoli  di  Casagrandi. 

tarsi  a  quelli  che  si  osservano  nei 
filtrati  sedimentati  e  precipitati. 
{Ann.  Igiene,  1906,  pag.  128). 

Nelle  cornee  inoculate  con  vac- 
cino filtrato.  . .  sezionate  e  colo- 
rate (colorazione  con  l' azzurro  e 
1"  cosina  previo  trattamento  col 
metodo  di  Raetzman)  —  non  però 
in  preparati  permanenti  —  «  si  no- 
tano tra  le  cellule....  qua  e  là 
come  dei  tratti  granulari  finissimi 
che  si  colorano  in  rosa:  questi 
tratti  rappresentano  qualche  volta 
dei  veri  cumuli  granulari  nei  punti 
in  cui  tre  cellule  si  toccano  e  la- 
sciano come  uno  spazio  lacunare. 

Neir  interno  delle  cellule  più 
periferiche  ma  non  in  tutte  si 
trovano  elementi  di  tal  genere, 
riconoscibili  per  il  loro  colorito 
rosso-carminio  pallido:  essi  sono 
riuniti  o  sparsi  nel  protoplasma 
cellulare;  se  ne  osservano  anche 
in  corrispondenza  del  nucleo  ;  però 
questi  pare. .  .  in  un  altro  piano  ». 
(Ann.  Igiene,  p.  589,  1906). 


Messi  così  i  caratteri  dei  granuli  studiati  da  me  e  dal  Volpino 
in  paragone  nei  materiali  corrispondenti,  appare  chiaro  che  alcune 
delle  proprietà  ritenute  proprie  dei  granuli  da  me  descritti  nel 
1906,  nelle  cellule  corneali,  non  furono  rilevate  nei  granuli  endocor- 
neali,  ma  in  quelli  liberi  dei  filtrati,  cioè: 

1°  la  presenza  di  un  alone:  questo  descrissi  solo  nei  granuli 
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dei  filtrati  e  non  nei  granuli  endocorneali  dove  non  mi  riuscì  a  dimo- 
strarlo nè  a  fresco  in  campo  oscuro,  nè  in  preparati  colorati  (1); 

2°  la  rifrangenza:  questa  ugualmente  la  notrìi  nei  granuli  dei 
filtrati  osservati  in  campo  chiaro,  mentre  per  quelli  endocorneali  e 
solo  osservati  in  campo  oscuro,  scrissi  «  sono  meno  rifrangenti  »  (2)  ; 

3"  la  immobilità:  questa  del  pari  la  riconobbi  nei  granuli  dei 
filtrati;  nei  granuli  corneali  vaccinali  non  la  indicai,  poiché  si  trat- 
tava di  preparati  colorati,  mentre  in  quelli  vaiolosi  osservati  in  campo 
oscuro,  scrissi:  «paiono  anche  mobili  in  massa  '>. 

Del  resto,  più  tardi  nel  lavoro  in  esteso  suir«  Etiologia  del  va- 
inolo umano  »  {Ann.  Ig.  sper.  Roma,  1910)  e  l'anno  prima  rispondendo 
al  prof.  Vassale  nella  riunione  della  Società  italiana  di  patologia  in 
in  Modena  (Sed.  27  sett.  1909)  spiego  la  ragione  della  loro  immobilità 
nei  preparati  di  filtrati. 

Nella  risposta  al  prof.  Vassale:  «  Il  virus  vaioloso  si  può  osser- 
vare nei  filtrati,  purché  il  liquido  sia  limpidissimo  ed  il  preparato 
molto  sottile;  specialmente  mancando  la  prima  condizione  (ciò  che 
accade  quando  si  cercano  fuori  delle  cellule  epiteliali  di  cornea)  è 
impossibile  vederli.  Si  tratta  di  elementi  piccohssimi  che  a  forte  in- 
grandimento si  ha  anche  l'impressione  possano  essere  colorati,  ele- 
menti che  nell'acqua  salata  o  distillata  in  cui  nuotano,  si  immobi- 
lizzano facilmente  specie  se  toccano  le  superficie  dei  vetrini  ». 

Nel  lavoro,  Stiiretìologia  del  vaiolo:  «  Nei  filtrati  di  virus  va- 
ioloso osservati  a  forti  ingrandimenti  in  campo  oscuro  in  pre- 
parazioni sottilissime,  piccoli  granuli  che  posseggono  attorno  alla 
parte  refrangente  una  parte  anelliforme  oscura  che  segue  il  gra- 
nulo in  tutti  i  suoi  movimenti  e  che  si  resta  in  dubbio  se  fac- 
cia parte  dei  granuli  stessi  oppure   dipenda  dai  fatti  ottici  

Che  si  tratti  di  granuli  vaiolosi  è  dimostrato  dalla  mobilità  di 
detti  granuli  la  quale  nei  preparati  ben  lutati  é  indubbio  appar- 
tenere ai  granuli  stessi.  Essa  però,  a  differenza  di  quello  che  accade 
nelle  cellule  corneali,  si  arresta  presto  nei  filtrati  tanto  che  per  os- 


(1)  Più  tardi  in  preparati  di  cellule  corneali  vaiolose  colorate  con  il 
metodo  Lòffler  e  decolorate  con  l'alcool,  quando  notai  fatti  che  potevano 
far  pensare  a  un  quid  circondante  i  granuli,  non  potei  tuttavia  accertare 
trattarsi  realmente  di  un  alone.  (Ann.  Igiene  sper.  1910). 

(2)  Quando  riportai  dettagliatamente  le  mie  ricerche  su  granuli  endo- 
corneali nell'infezione  vaiolosa,  riferii  che  nel  1909  avevo  comunicato  alla 
Società  dei  Cultori  di  Cagliari  che  i  granuli  non  si  riuscivano  a  differen- 
ziare in  campo  chiaro  dall'ordinaria  granulosità  che  assume  il  protoplasma 
sotto  l'azione  di  diversi  irritanti;  ciò  però  a  luce  diffusa,  non  a  luce  arti- 
ficiale (questo  passo  della  mia  comunicazione  non  l'ho  però  trovato  nel 
sunto  pubblicato  nel  Bollettino  della  Società).  Non  solo  quindi  di  granuli 
rifrangenti  a  fresco  in  campo  chiaro  nelle  cellule  corneali  a  luce  diffusa, 
come  avevo  lavorato  fino  al  1906,  non  ne  descrissi,  ma  addirittura  non 
avevo  mai  veduti  neppure  i  granuli  mobili. 

Infatti,  in  campo  chiaro,  soltanto  più  tardi  con  opportuni  dispositivi 
ottici  riconobbi  la  presenza  dei  granali  riconoscibili  con  difficoltà  sotto 
forma  di  una  fine  granulosità  mobile,  come  punti  addensati  granulosi,  per 
lo  più  attorno  al  nucleo,  appena  appena  debolmente  rifrangenti,  sferici, 
mobili.  {Etiologia  del  vainolo  umano,  Ann,  Ig,,  1910,  pag.  26). 
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servarla  occorre  che  i  filtrati  provengano  da  pustole  da  pochissimo 
tempo  tritate  e  siano  recentissime,  anzi  che  siano  esaminate  le  prime 
gocce  del  liquido  che  passano  attraverso  le  candele...  Ho  ricevuto 
l'impressione  che  il  movimento  si  arresti  appena  i  granuli  ven':iono 
in  contatto  con  le  superfici  dei  vetrini  copri  e  porta.  Questi  granuli 
possono  anche  osservarsi  in  ammassi,  ma  nessuno  di  questi  ammassi 
presenta  più  la  mobilità  massiva  che  ha  nelle  cellule  corneali,  nè  si 
vedono  ingrandirsi  e  dar  luogo  ad  ammassi  figli  ». 

E.  —  Obbiezioni  mosse  alla  ideutttà  tra  corpuscoli 
del  Casagrandi  e  del  Volpino. 

Il  materiale  granulare,  da  me  colorato  nel  190o  entro  le  cellule 
corneali,  ho  ritenuto,  rispondere  ai  granuli  che  si  vedono  mobi- 
lissimi in  campo  oscuro  nelle  stesse  cellule  giacché  le  obbiezioni  che 
sono  state  fatte  a  questo  mio  modo  di  vedere  mi  sono  sembrate 
facilmente  eliminabili.  In  fondo  esse  sono  le  seguenti: 

1"  l'aver  scritto  d'avere  trovato  il  reperto  in  cornee  sezionate 
e  colorate; 

2°  l'a'^'ere  fissato  l'attenzione  sopra  granuli  colorati  in  rosso- 
carminio; 

3°  l'avere  trovati  i  granuli  non  solo  endocellulari  ma  anche 
estracellulari,  senza  dare  la  prevalenza  ai  primi  e  la  eccezionalità  ai 
secondi  ; 

4°  l'avere  trovato  del  detrito  colorabile  con  la  ematossilina; 
5°  il  non  aver  citato  subito  esperimenti  di  controllo  che  avvalo- 
rassero la  specificità  dei  granuli  endocorneali  nell'infezione  vaiolosa. 

Vediamo  brevemente  quale  sia  il  valore  di  queste  obiezioni. 

1°  L'avere  scritto  che  il  reperto  granulare  dt'mportonza,  come  scrissi, 
finora  passata  inosservata  ritrovato,  nel  1906,  nelle  cornee  sezionate  e  co- 
lorate coU'azzurro  lì  e  l'eosina,  non  significa  che  io  abbia  fatte  sezioni 
di  cornee  precedentemente  incluse  in  paraffina  od  in  celluloidina, 
tant'è  vero  che  a  proposito  di  tali  preparati  e  dei  tentativi  eseguiti 
per  poterli  allestire  permanenti,  aggiunsi  di  non  essere  riuscito  in 
quesf ultimo  intento.  Il  che  significa  che  non  si  poteva  trattare  di 
sezioni  eseguite  seguendo  l'ordinaria  tecnica  istologica,  la  quale  mi 
avrebbe  dovuto  condurre  necessariamente  a  ottenere  preparati  per- 
manenti. Nei  lavoro  suU'Etiologia  del  vaiolo  {Ann.  Igiene  1910  pa- 
gina 27  nota  2^)  ho  già  spiegato  che  si  trattava  di  sezioni  a  mano, 
e  che  ricorrendo  a  vere  e  proprie  sezioni,  previo  imparaffìnamento 
delle  cornee,  i  granuli  vaiolosi  non  mi  era  stato  possibili  osservarh. 

2°  Vaver  descritto  i  fini  granuli  vaccinici  endocorneali  colorabili 
in  rosso,  colV azzurro  II  e  Veosina,  previo  trattamento  col  metodo  di 
Raetzman,  ho  del  pari  già  più  volte  spiegato  dipendere  da  condi- 
zioni unicamente  teoriche,  cioè:  o  dal  tener  troppo  tempo  il  prepa- 
rato in  xilolo  o  dall'essere  nella  mescolanza  in  eccesso  l'eosina  o  dal- 
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l'essere  stato  troppo  prolungato  il  lavaggio  in  acqua,  ecc.  Aiiche 
con  la  tecnica  perfezionata  come  1'  ho  indicata  fin  dal  1910,  (Ann. 
Ig.,  1910,  pag.  Si  e  Soc.  tra  i  cultori  delle  Se.  med.  e  nat.  Sed. 
2  aprile  1910),  se  non  si  bada  ai  momenti  tecnici  della  colorazione 
può  accadere  che  la  tinta  dei  granuli  dui  bleu  passi  al  rosso.  Ciò 
confermo  anche  nel  presente  lavoro  dove  ho  anche  figurato  elementi 
cellulari  con  i  granuli  colorati  in  rosso  nella  Tav.  I,  fig.  10.  È  un 
Icmbetto  epiteliale  corneah'  trattato  col  metodo  di  Raetzmann,  co- 
lorato con  azzurro  II  +  Eosina  AG  e  differenziato  col  lavaggio  in 
acqaa.  Che  i  granuli  rossi  che  si  osservano  rispondano  ai  granuli 
vaccinici  e  non  ai  cromidi  è  dimostrato  dallo  cellule  12  e  14  nelle 
quali  gli  accumuli  rossi  rispondono  ad  accumuli  di  granuli  bleu  i 
quali  sotto  al  campo  microscopico  soiio  divenuti  rossi  dopo  un  lungo 
trattamento  con  acqua. 

Con  questo  non  voglio  negare  che,  specie  in  alcuni  casi,  i  cro- 
midi, possano  aggrupparsi  in  guisa  di  assumere  disposizioni  massive 
come  quelle  dei  granuli.  Questo  è  il  caso  che  figuro  nella  cellula  13' 
della  Tav.  I,  dove  si  vede  per  l'appunto  una  disposizione  granulare 
polare  di  granuli  rossi  che  ricorda  quella  dei  granuli  vaccinici  spe- 
cifici. Ma  il  fenomeno  non  si  osserva  che  in  certe  cellule  fissate  con 
dati  mezzi  liquidi  per  es.  col  sublimato  (questa  cellula  è  fissata 
col  sublimato  idro-alcoolico,  colorata  col  Giemsa-acetone,  ecc.  e  decolo- 
rata con  l'alcool). 

Inoltre,  in  questi  casi,  come  ben  si  vede  nella  cellula  IP  i  granuli 
cromidici  vengono  fuori  senz'altro  colorati  in  rosso,  nè  modificano  la  loro 
tinta  colorando  col  Giemsa  qualunque  siano  le  modalità,  tecniche  cui 
si  ricorre.  Non  siamo  quindi  nel  caso  dei  granuli  trattati  col  metodo 
di  Raetzmann,  la  cui  colorabilità  rossa  segue  al  lavaggio  prolungato 
in  acqua,  all'eccesso  di  eosina  nella  miscela  azzurro  II  +  Eosina  AG. 
al  lungo  soggiorno  in  xilolo  ecc.,  mentre  primitivamente  essi  si  colo- 
rano in  bleu. 

Nè  posso  tacere  che  ulteriori  ricerchi'  eseguite  al  riguardo  mi 
hanno  altresì  persuaso  che  nella  percezione  della  tonalità  del  colore, 
se  il  metodo  di  differenziazione  non  è  perfetto,  ha  una  grande ''mpor- 
tauza  la  luce  usata  per  illuminare  il  preparato 

Si  considerino  infatti  le  cellule  15  e  16  delia  Tav.  I;  si  tratta 
della  stessa  cellula  osservata  a  luce  naturale,  e  a  luce  artificiale 
(gas  Auer  con  condensatore  sferico  interposto  tra  ia  sorgente  lumi 
nosa  e  lo  specchio).  È  colorata  con  il  Giemsa  secondo  la  tecnica  ri- 
ferita alla  Soc.  tra  1  cultori  di  se.  med.  e  nat.  iti  Cagliari  nella  (Se- 
duta del  2  aprile  1910);  soltanto  è  stata  un  po'  prolungata  l'azione 
del  xilolo.  Orbene  nell'una  si  vedono  si  può  dire  quasi  esclusivamente 
granuli  rossi,  nell'altra  una  colorazione  fondale  massiva  bleu. 

È  quindi  un  fatto,  che  a  luce  artificiale  appare  più  facilmente 
la  granulosità  bleu,  mentre  a  luce  naturale  appare  più  facilmente 
quella  rossa,  e  poiché  nel  1906  per  i  preparati  colorati  mi  serviva 
esclusivamente  della  luce  naturale  è  facile  comprendere  come  al- 
lora ciò  contribuisse  a  farmi  descrivere  i  granuli  rossi  piuttosto 
che  bleu. 

Il  Volpino  però  ponendo  a  disamina  il  suo  reperto  del  1908 
opinò  successivamente  {Biv.  Ig.,  Torino  1908,  pag.  207)  di  essere  ca- 
duto in  errore,  ritenendo  che  i  granuli  endocorneali  da  lui  colorati 
in  rosso- violetto  non  fossero  i  granuli  vaccinali  essendo  poi  riuscito 
a  colorire  questi  in  bleu.  Il  che  potrebbe  condurre  alla  deduzione 
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che  in  ogni  caso,  la  granulazione  endocorneaie  che  si  colora  in  rosso 
*col*Giemsa  non  risponda  ai  granuli  mobili  specifici. 

A  me  pare  però  che  occorra  distinguere  anche  tra  granulazioni, 
che  si  colorano  in  rosso  col  Giemsa.  le  specifiche  e  le  non  specifiche: 
di  queste  ultime  sono  ricche  le  cellule  corneali  comunque  irritate; 
esse  risaltano  benissimo  in  rosso  anche  nei  preparati  di  cornee 
vacciniche  specialmente  fissate  con  sublimato  idroalcoolico  caldo, 
colorate  con  Giemsa  o  Giemsa-Acetone  e  differenziate  con  alcool; 
si  trovano  nelle  stesse  cellule  colorate  con  le  metodiche  più  per- 
fezionate per  mettere  in  evidenza,  tinti  in  bleu,  i  granuli  spe- 
cifici, vaccinici  e  vaiolosi,  se  si  prolunga  di  molto  per  esempio  il 
lavaggio  in  acqua  (V.  Tav.  I,  fig.  1),  ecc. 

Così  io  ho  trovato  queste  granulazioni  anche  nelle  cellule  cor- 
neali trattate  coll'endotossina  stafilococcica,  e  generalmente  tale  par- 
ticolare si  accompagna  ad  una  granulosità  del  nucleo  il  quale  perde 
anche  i  suoi  contorni  ovalari. 

E  nelle  cellule  vacciniche  le  ho  trovate  laddove  coesistevano  gravi 
alterazioni  nucleari.  Si  tratta  di  granuli  rossi  che  alcune  volte  sono 
a  piccoli  gruppi  da  una  parte  del  nucleo  o  anche  tutt'attorno  al 
nucleo  che  frattanto  mostra  di  non  aver  più  contorni  bene  delimitati. 
Essi  non  hanno  una  forma  regolare,  sono  di  diverse  dimensioni  e  si 
colorano  come  la  cromatina. 

Dati  questi  caratteri  e  la  loro  dipendenza  dai  nuclei  in  cario- 
ressi,  è  troppo  chiaro  che  si  tratta  di  granuli  cromatinici,  di  microsomi, 
i  quali  non  si  possono  assolutamente  confondere  con  i  granuli  vaio- 
losi coi  quali  del  resto  possono  coesistere.  Nel  mio  lavoro  sull'Etio- 
logia  del  vaiolo,  feci  notare,  che  :  «  la  differenziazione  di  questi  gra- 
nuli da  quelli  vaiolosi  è  ancora  possibile  nei  preparati  colorati  con 
Vazzurro  II  e  l'eosina  nei  quali  o  per  la  troppa  quantità  delVeosina 

0  per  la  prolungata  azione  del  xilolo   i  fini  granuli  bleu  ap- 
paiono rossi. 

La  disposizione  degli  ammassi,  la  forma  uguale  dei  granuli,  la  loro 
piccolezza,  il  trovarsi  in  cellule  a  nucleo  apparentemente  sano,  per- 
mangono sempre  a  costituire  dati  differenziali  di  indubbio  valore  per 

1  granuli  vaccinici  e  vaiolosi,  quando  si  sia  acquistata  sufficiente 
pratica  nel  distinguere  ed  apprezzare  i  caratteri  rispettivi  dei  granuli 
cromatinici  e  dei  granuli  vaiolosi  e  vaccinici  {Ann.  Ig.,  1910,  pa- 
gina 35). 

3.  Uaver  trovato  i  granuli  non  solo  endocellulari  ma  anche  estra- 
cellulari  senza  aver  dato  la  preferenza  esclusiva  ai  primi,  è  facilmente 
comprensibile  quando  si  pensi  al  modo  assai  imperfetto  col  quale 
io  allora  ottenevo  le  sezioni.  Si  trattava  infatti  di  lembi  corneali 
ottenuti  a  mano,  spessi  quindi,  tanto  che  ero  costretto  a  compri- 
merli tra  il  vetrino  coprioggetti  e  portoggetti,  dopo  di  averli  la- 
sciati immersi  in  acqua  salata  al  0.75%  da  1  a  3  giorni  in  camera 
umida. 

È  chiaro  che  con  la  pressione  molti  granuli  dovevano  fuoriuscire 
dalle  cellule  e  portarsi  negli  spazi  intercellulari  e  anche  rimanere 
adesi  alla  palizzata  epiteliale  in  modo  da  accrescere  di  molto  il  nu- 
mero di  quelli  che  erano  spontaneamente,  usciti  dalle  cellule. 

Più  tardi  quando  ho  voluto  farmi  un  preciso  concetto  anche  della 
loro  sede  eatracellulare,  studiando  i  granuli  nei  lembi  epitehali  di 
cornee  inficiate  di  virus  vaioloso  filtrato,  ho  tornato  a  notare,  questa 
volta  in  preparati  a  fresco  in  campo  oscuro,  l'esistenza  lungo  i  punti 


n  cui  due  cellule  si  toccano,  di  strie  di  questi  granuli,  ed  anche  di 
veri  cumuli  granulari  laddove  le  cellule  si  distaccano,  si  separano 
l'una  dall'altra  lasciando  degli  interstizi.  Ma  ho  aggiunto  :  «  Non  in- 
sisto però  su  questo  reperto  nel  senso  di  voler  clic  esso  parli,  a  mezzo 
di  tal  genere  di  preparati  per  una  sede  extracellulare  del  virus,  poiché 
non  trattandosi  di  sezioni  è  chiaro  che  i  granuli  trovati  negli  inter- 
stizi cellulari  potevano  esser  quelli  fuoriusciti  (ciò  che  avviene  con 
straordinaria  facilità  per  dato  e  fatto  della  fattura  del  preparato) 
dalle  cellule  stesse  ».  {Ann.  d'Igiene  sper  ,  1910,  pag.  27). 

i.  La  coloràbilità  con  V ematossilina  :  Questa  studiai  solo  nel  ma 
teriale  detritico  dei  filtrati  e  non  nelle  cellule  corneali  inficiate  con 
gli  stessi,  e  a  proposito  di  essa  feci  notare  nel  mio  lavoro  sull'  «  E- 
tiologia  del  vaiolo  del  1910  a  pag.  38  degli  Ann.  d'Igiene,  in  nota, 
che  già  nel  1906  aveva  soggiunto  che  con  questa  colorazione  non  si 
poteva  differenziare  (il  fine  materiale  granulare  ammassato  colorabile 
col  Giemsa  diluito  e  meno  bene  con  la  fuxina  ed  ematossilina)  dal 
restante  materiale  detritico.  E  aggiunsi  :  «  ciò  era  naturale  :  ho  infatti 
potuto  poi  accertare  che  la  differenziazione  era  impossibile  perchè  questo 
fine  materiale  non  si  colora  con  V ematossilina  ».  E  così  è  difatti.  Nel 
mio  Istituto,  del  resto  il  Licheri  cui  feci  eseguire  colorazioni  di  di- 
versi filtrati  (di  vaccino,  di  vainolo,  di  tracoma,  di  farcino  criptococ- 
cico,  di  feto  di  anemica,  di  saliva  di  individui  parotitici)  trovava  che 
i  corpiccioli  che  si  coloravano  con  le  ematossiline,  specie  se  ferriche, 
erano  in  scarso  numero,  e  sebbene  di  piccole  dimensioni,  non  tutti 
di  diametri  identici  :  tali  corpuscoli  inoltre  egli  sospettò  fossero  di 
diversa  natura  di  quelli  che  in  alcuni  dei  filtrati  studiati  (vaiolo,  far- 
cino, parotite)  si  coloravano  con  colori  anilinici  previo  trattamento 
col  Lòfifler,  o  liquido  di  Linosay.  Anzi  opinò  clie  derivassero  dalla 
frammentazione  dei  nuclei  degli  elementi  cellulari  e  che  si  trattasse 
quindi  di  un  reperto  che  non  aveva  che  fare  con  quello  messo  in 
evidenza  con  gli  altri  metodi  di  colorazione.  {Sulla  coloràbilità  di 
alcuni  corpuscoli  nei  filtrati  di  virus  e  prodotti  morbosi  attraverso  le 
Berkefeld  W.  Ann.  Igiene  sper.,  Roma,  pag.  297,  1909). 

5.  Il  non  aver  subito  pubblicato  di  aver  fatti  preparati  di  controllo  per 
stabilire  se  si  trattava  di  immagini  esclusive  del  vaccino  ha  di  per  sè 
un  valore  assai  relativo  dopo  quanto  ho  riferito  in  merito  alla  qui- 
stione  della  specificità  del  reperto  grnulare  endocornealc,  che  oggi 
emerge  da  molteplici  ricerche  rese  note  nel  mio  lavoro  sull'  «  Etio- 
logia  del  vainolo»,  oltre  che  da  precedenti  ricerche  del  Volpino  e 
di  altri. 

Tuttavia,  dirò  che  realmente  nel  1906  avevo  provato  sulle  cornee 
dei  conigli  l'innesto  di  filtrato  di  virus  sifilitico  e  quello  di  sputo 
pertossico,  nonché  avevo  fatte  diverse  prove  d'irritazione  (traumatiz- 
zandole con  batuffolo  di  ovatta,  coU'azione  del  vapor  d'acqua  a  100°, 
con  sostanze  chimiche  e  tossine  batteriche)  e  m'ero  dato  a  studiare 
e  far  studiare  altri  virus,  studi  che  non  si  sarebbero  potuti  iniziare 
senza  aver  prima  una  chiara  idea  dei  reperti  che  si  ottenevano  nelle 
cellule  corneali  non  specificamente  irritate,  colorate  coll'azzurro  II  e 
l'eosina  o  col  Giemsa  secondo  la  metodica  che  consigliavo. 

Tutto  ciò  giustifica  la  mia  convinzione  espressa  nel  1908 
quando  scrissi  a  proposito  dei  corpuscoli  che  trovavo  nei  filtrati 
di  virus  vaioloso,  che  essi  non  sono  differenziabili  da  quelli  che  si  osser- 
vano nel  pus  vaccinico  filtrato  e  da  quelli  che  ho  descritti  nel  1906  nelle 


cellule  corneali  inoculate  con  vaccino  bovino  citrato  attraverso  le 
Berkefeld  W.  Essi  sono,"  indubbiamente,  gli  slessi  sui  quali  ha  fermato 
V attenzione  recentemente' il  Volpino  osservandoli  coW illuminazione  degli 
oggetti  in  campo  oscuro  {Palici.,  29  marzo  1908). 

Ma  io  voglio  pure  concedere  che  tutte  le  ricerche  fatte  per  met- 
tere nei  filtrati  di'  vaccino  e  vaiolo,  in  evidenza  il  virus  a  fresco 
coll'illuminazione  in  campo  oscuro  o  no,  e  in  preparati  colorati,  non 
abbiano  altro  valore  che  quello  d'aver  indotto  me  solo  nella  persua- 
sione che  il  reperto  jino  granulare  in  essi  rinvenuto  corrisponda  al  re- 
perto osservato  nelle  cellule  corneali  da  me  e  dal  Volpino  e  posso  anche 
ripetere  che  (V.  Nota  inserita  nel  lavoro:  Sul  passaggio  del  virus  vac- 
cinico attraverso  le  membrane  collodioniche.  Soc.  tra  i  Cultori  delle 
se.  med.  e  nat.  Cagliari,  Sed.  30  maggio  1909)  sui  detriti  colorati, 
nei  filtrati  di  vaccino  non  riuscii  a  fissare  siffattamente  l'atten- 
zione come  in  quelli  che  si  osservano  nelle  cornee  inoculate  con  fil- 
trati neppur  quando  mi  riuscì  a  colorarli  parte  in  rosso  parte  in  bleu 
col  Giemsa. 

Ma,  lo  stesso  per  me  non  vale  circa  il  reperto  endocorneale  de- 
scritto nel  1906  nelle  cellule  corneali  dei  conigli  inoculate  con  virus 
vaccinico  filtrato. 

Nel  1906,  colorai  persino  quegli  elementi  a  sacca,  che  il  Volpino 
osservò  nel  1909  contenere  i  granuli  mobili  e  trasportarsi  da  cellule 
malate  a  sane,  nelle  preparazioni,  osservate  dopo   qualche  giorno 
(Pathologica,  Genova,  sett.  1909,  p.  513). 

In  questi  preparati,  dice  il  Volpino,  verso  il  4°,  5°  giorno,  talvolta 
anche  prima,  si  staccano  dagli  elementi  cellulari  grosse  sfere  ripiene 
di  liquido  e  molti  di  queste  contengono  corpuscoli  che  continuano  a 
muoversi  per  alcuni  giorni  ancora. 

Queste  grosse  sfere  che  il  Volpino  vide  a  fresco  staccarsi  dalle 
cellule,  a  me  pare,  infatti,  debbano  rispondere  a  quelle  descritte  nello 
stesso  mio  lavoro  del  1906  accanto  al  reperto  del  fine  materiale 
granulare  endocorneale,  sotto  forma  di  corpi  rotondi  od  ovoidi  a 
guisa  di  sacche  aderenti  alla  palizzata  epiteliale  nei  quali  trovai  un 
detrito  che  si  colorava  in  rosso  col  Giemsa. 

F.  —  Osservazioui  sui  granuiì  mobili  dei  ¥olpiuo,  figurati  dallo  stesso, 
da  preparati  osservati  in  campo  chiaro. 

Un  solo  dubbio  mi  sorse  sull'identità  dei  corpuscoli  miei  con  quelli 
del  Volpino  alla  disamina  di  quanto  egli  rappresenta  nelle  figure  1-6 
unite  alla  sua  seconda  nota  (  Ulteriori  ricerche  sui  corpuscoli  mobili 
del  vaccino.  Riv.  Igiene,  Torino,  1908),  le  quali  riproducono  cellule 
isolate,  disegnate  in  campo  chiaro,  da  preparati  a  fresco. 
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Nelle  citate  figure  i  granuli  disegnati  si  presentano  tutti  con  uno 
spazio  chiaro  al  centro  e  guardandoli  attentamente,  si  ha  persino 
l'impressione  che  ogni  granulo  in  realtà  sia  il  risultato  di  due  pic- 
cole forme  curve  a  parentesi,  unite  assieme. 

E  se  nel  contesto  dal  lavoro  intanto  non  è  indicato  a  la  forma  con 
la  quale  si  presentano  in  campo  chiaro  ad  un  ingrandimento  così 
forte  (obb.  a  imm.  2  mm.  apocr.  Zeiss,  ap.  n.  1.30  Ocul.  comp.  12. 
lunghezza  del  tubo  160  mmm.,  cioè  1500  diametri),  alla  luce  del  gas 
(  Auer)  ;  e  se  nella  tavola  comparativa  annessa  sono  descritti  roton- 
deggianti [leggermente  più  lunghi  che  larghi],  nell'Anmcrkung  dello 
stesso  lavoro  pubblicato  nel  Cenlr.  f.  Bakt.  (Ed  4G,  1908,  pag.  .327) 
è  detto:  «  Es  handelt  sich  um  sehr  kleine  Kòrperchea  (1/10  oder  2/10  a  ) 
von  denen  viele  diplokokkenaitig  angeordnet  Rind  ». 

Si  potrebbe  perciò  dedurre  che  i  corpuscoli  finissimi  il  Volpino 
li  abbia  trovati  del  diametro  di  0.10.2  iji,  rotondeggianti  (ossia  K'c- 
germente  allungati)  e  che  tra  di  essi  ve  ne  fossero  molti  a  forma 
diplococcica,  il  che  potrebbe  spiegare  le  figure  disegnate  in  campo 
chiaro  all'ingrandimento  di  1500  diametri. 

Ora,  i  granuli  che  io  ho  osservati  in  campo  oscuro  nell'interno  delle 
cellule  corneali  inoculate  con  vainolo  e  con  vaccino,  granuli  che  ho 
trovati  assolutamente  indifferenziabili  gli  uni  dagli  altri,  li  ho  de- 
scritti come  massoline  sferiche  (Sed.  Soc.  Cult,  delle  se.  med.  e  nat., 
Cagliari,  6  aprile  1908)  come  piccolissimi,  tra  uno  e  due  decimi 
di  {'.,  di  forma  rotonda  {Ann.  Ig.,  Roma,  1910,  pag.  22). 

Inoltre,  se  si  osservano  i  granuli  mobili  in  campo  oscuro  nelle 
cellule  in  cui  li  ho  raffigurati  {Id.  ib.,  pag.  23  e  21:)  all'ingrandi- 
mento di  1125  diametri  (non  di  molto  inferiore  quindi  a  quello  usato 
dal  Volpino),  essi  appaiono  molto  più  piccoli  di  quelli  figurati  in 
campo  chiaro  dal  Volpino  (a  1500  diametri)  e  mi  è  parso  assoluta- 
mente impossibile,  anche  a  1125  diametri,  scoprire  in  essi  una  parte 
centrale  meno  spessa  del  contorno. 

Infine,  come  ho  fatto  recentemente,  servendomi  del  diaframma  a 
fondo  nero  per  l'illuminazione  in  campo  oscuro  A  n.  95  della  Casa 
Leitz  e  degli  obbiettivi  ad  immersione  i  is'  Kor.  o  2  nim.  ap., 
ap.  num.  1,30  Kor.  opportunamente  diaframmati  e  degli  oculari 
comp.  6-8-12  in  modo  da  raggiungere  gli  ingrandimenti  di  900-120.) 
1800  diametri,  non  sono  mai  riuscito  a  scoprire  un  tale  particolare. 
I  granuli  mobili  sono  rappresentati  da  massoline  compatte  ben  dif- 
ferenziate le  une  dalle  altre,  apparentemente  rotonde.  Se  c[ualcuna  è 
accoppiata  ad  un  altra,  le  due  massoline  sono  sempre  individualiz- 
zabili  e  non  hanno  perduta  la  loro  forma.  Solo  qualche  voUa  ii 
riceve  la  impressione  di  trovarsi  di  fronte  a  forme  non  perfettamente 
rotonde,  ma  subrotonde,  leggermente  allungate. 

D'altro  canto,  in  campo  chiaro  con  opportuni  dispositivi  ottici, 
pressoché  allo  stesso  ingrandimento  col  quale  li  osservava  il  Volpino 
{GÌoè  fino  a  1500  diametri),  trovai,  in  certe  condizioni  ottiche, 
nelle  cellule  «  una  fine  granulosità  mobile  »  che  si  poteva  «  osser- 
vando attentamente,  sebbene  con  difficoltà,  distinguere  da  quella 
che  pare  occupare  l'intero  protoplasma  e  i  cui  elementi  non  sono 
facilmente  individualizzabili  ».  B.'d  in  altre  condizioni  «  dei  punti  più 
addensati  granulosi  per  lo  più  attorno  al  nucleo  »  e  mi  fu  anche 
possibile  «  indipendentizzare  alcune  di  queste  massoline,  le  quali, 
scrissi,  appaiono  appena  appena  debolmente  rifrangenti,  sferiche  e 
mobili  ».  {Ann.  Ig.,  1910,  p.  26), 
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E  si  noti  che  in  ambedue  questi  casi  non  v'era  dubbio  trattarsi 
dei  granuli  del  Volpino,  rispondendo  ad  essi  e  per  la  loro  piccolezza 
e  per  loro  poca  rifrangenza.  e  per  la  loro  mobilità  particolare  e  per  la 
disposizione  (1). 

Stando  così  le  cose  può  nascere  il  dubbio  che  nella  tavola  della 
sua  seconda  nota,  la  figurazione  dei  granuli  data  dal  Volpino,  non 
si  riferisca  ai  suoi  granuli  specifici,  ma  ad  altri  granuli  i  quali  con 
frequenza  si  osservano  nelle  cellule  comunque  irritate.  Nelle  cellule 
di  cui  alle  figure  1  e  2  lettera  G  del  mio  lavoro  sull'  Etiologia  del 
vainolo  umano  {Ann.  Ig.,  Roma,  pag.  23  e  24)  questi  granuli  non 
specifici,  che  si  vedono  bene  in  campo  chiaro  sono  ritratti  come  si 
osservano  in  campo  oscuro.  È  anche  interessante  tener  presente  che 
specialmente  alcuni  di  forma  sferica  o  leggermente  allungata,  come 
ho  notato,  «  a  volte  presentano  un  vivo  movimento  browniano  » 
{Id.  ib.,  pag.  25). 

Non  bisogna  del  resto  dimenticare  che  il  Volpino  osservava  prima  i 
suoi  granuli  in  campo  oscuro  a  ingrandimenti  molto  piccoli  (Obb.  5  Kor. 
e  Oc.  comp.  12-18  cioè  tra  i  42S  e  i  642  diam.)  per  cui  la  morfo- 
logia di  questi  granuli  grandi  1/10-2/10  di  era  poco  apprezzabile, 
e  che  egli  fece  notare  esser  impossibile  osservarli  anche  a  forte  in- 
grandimento in  campo  chiaro  senza  prima  avere  fissato  in  campo 
oscuro  una  cellula  che  li  contenesse. 

Trasportare  la  visione  di  questi  granuli  bene  visibili  in  campo 
oscuro  a  un  ingrandimento  così  forte  in  campo  chiaro,  data  la  pre- 
senza di  altri  granali  non  specifici  dotati  di  un  vivo  movimento 
browniano,  può  quindi  fare  cadere  in  un  equivoco  anche  la  persona 
più  esperta,  specialmente  nel  ritrarli. 

Ma  sta  il  fatto,  confermatomi  dallo  stesso  Volpino  oralmente,  che 
questa  tavola  non  è  stata  eseguita  molto  bene,  per  cui  ogni  conside- 
razione riguardo  ai  granuli  figurati  in  campo  chiaro  viene  a  cadere 
e  con  essa  anche  ogni  equivoco  sulla  loro  identità,  con  quelli  che  si 
osservano  in  campo  oscuro. 


(1)  I!  dubbio  può  sorgere  quando  si  esaminino  preparati  resi  perma- 
nenti in  cui  i  granuli  restano  immobilizzati.  In  tal  caso  in  campo  chiaro 
non  è  possibile  differenziare  i  c:ranali.  In  campo  oscuro  occorre  una  sor- 
gente laminosa  più  forte  (io  ho  adoperato  la  luce  ossidrica)  e  un  adatto 
condensatore,  opportunamente  moderando  la  luce  con  dispositivi  adatti. 
In  tali  condizioni,  i  granuli,  si  vedono;  ma,  è  sempre  difScile  convincere 
chi  ii  osserva  che  essi  rispondano  ai  granuli  mobili.  Lo  stesso  Volpino 
che  osservò  tali  preparati  (per  quanto  si  trattasse  di  un'osservazione 
fatta  in  un  campo  oscuro  ottenuto  diversamente  dal  suo  e  a  un  ingran- 
dimento molto  più  forte,  cioè  a  1200  diametri)  non  rimase  convinto  si 
trattasse  del  suo  reperto. 
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G.  —  Importausa  reale  del  reperto  dei  fini  grauiili  vaccinici 
messo  in  evidenza  «  in  vivo  »  dai  Volpino. 

A  questo  punto,  credo  di  dovermi  soflermare  sulla  importante  sco- 
perta della  particolare  mobilità  inerente  a  detti  granuli  osservata 
specialmente  in  campo  oscuro,  nel  1907  dal  Volpino,  e  dico  scoperta 
perchè  tale  è  realmente  il  valore  che  ha  l'osservazione  del  Volpino. 

Opino  anzi,  a  questo  riguardo,  e  ciò  indipendentemente  dalla  iden- 
tità dei  granuli  del  Volpino  coi  miei,  che  senza  di  essa,  nessuno  forse 
avrebbe  mai  potuto  rimaner  convinto  del  valore  specifico  di  granu- 
lazioni di  sorta  colorate  nell'epitelio  corneale. 

Attesa  l'importanza  del  fatto  messo  in  luce  così  ingegnosamente 
dal  Volpino  e  con  dettagli  del  tutto  esatti,  parmi  anche  doveroso 
che  i  corpuscoli  specifici  dell'infezione  vaccinica  debbano  esser  chia- 
mati Corpuscoli  di  Volpino  (1). 


Capitolo  II. 

Corpuscoli  di  Prowazeck  e  Beaurepaire,  di  Prowazeck 
e  Jamamoto. 

A.  —  Keperti  trovali  da  Prowazeck 
e  suoi  collaboratori. 

Prowazeck  fin  dal  1905  e  poi  in  successivi  lavori  ha  fermata  l'at- 
tenzione su  corpi,  da  lui  chiamati  iniziali,  liberi  velie  cellule  vacci- 
niche o  anche  indovati  in  alcuni  Citoryctes,  corpi  grandi  ;••  1-1,5 
racchiudenti  due  granuli  cromatinioi  di  solito  di  grandezza  differente 
colorabili  col  Giemsa  e  con  altre  sostanze  coloranti.  A  questi  corpi 
che,  seco.ndo  Prowazek,  sarebbero  i  portatori  del  virus  emerge  evi- 
dente che  l'Autore  attribuisce  un  valore  etiologico  grandissimo  in 
rapporto  al  virus  vaccinico  finendo  persino,  oggi,  col  collegare  ad  essi 
forme  granulari  estracellulari. 


(1)  Anche  la  Commissione  dell'Ist.  lomb.  disc,  e  lettere  nella  sua  rela- 
zione per  il  premio  Gagnola  cui  si  presentò  il  Volpino,  composta  dei  profes- 
sori Forlanini,  Brizi,  Golgi  (reZai.)  attribuisce  una  notevolissima  importanza 
al  fatto  assodato  dal  Volpino;  «  riconosce  al  Volpino  il  merito  di  aver 
risollevato  sotto  aspetto  nuovo  una  quieticne  cosi  diffìcile  e  di  così  alta 
importanza  »  che  «  sul  dato  di  fatto  non  si  può  avanzare  dubbio  n  ; 
e  che  si  tratta  di  una  «  nuova  via  aperta  dal  concorrente  »,  ecc.  (Atti 
del  li.  Istituto  Lombardo  di  se.  e  lettele,  Milano,  serie  II,  volume  XLII, 
1909,  pag.  993  995). 


Le  quali  egli,  insieme  a  Beaurepaire  per  la  prima  volta  osservò 
in  preparati  a  fresco  e  colorati  nel  materiale  di  linfa  vaccinica  di- 
luita e  raccolta  su  filtrati  di  carta  imbevuta  di  agar,  cioè  sopra  ul- 
trafiltri. L'ultrafiltrato  si  dimostrava  non  infettante,  e  nel  materiale, 
trattenuto  dal  filtro  d'agar,  esaminato  al  microscopio,  scopriva  la 
presenza  di  punti  estremamente  'piccoli,  minutissimi  che  precisò  più 
tardi  esser  grandi  1/4  di  (Hand.  de  Path.  Prot.,  1911)  alquanto  ri- 
frangenti, riflettenti  moderatamente  la  luce  (brillanti)  colorati  chiara- 
mente col  Lòffler  in  rosso  oscuro,  completamente  rotondi,  nettamente 
circoscritti,  più  piccoli  dei  più  piccoli  batteri  conosciuti.  Non  erano 
colorabili  col  Giemsa,  e  appena  appena  con  la  fuxina  di  Ziehl  o  con 
l'eosinazzurro  del  Giemsa  (in  quest'ultimo  caso  apparivano  più  pic- 
coli), con  la  tionina  e  non  con  il  rosso  neutro  e  il  brilliant-cre- 
syil-blau. 

Affermò  anche  che  essi  ?i  moltiplicavano  per  scissione,  per  una 
specie  di  bipartizione  (in  due)  a  mo'  di  cocchi,  in  forma  di  diplo- 
cocchi, ingrossandosi  prima  un  tantino  (1). 

Prowazeck  e  Beaurepaire  riscontrarono  questi  corpuscoli  in  tutti 
i  materiali  vaiolosi,  li  osservarono  ancora  in  ciò  che  restava  sull'ul- 
trafiltro all'agar,  dei  filtrati  di  materiale  vaioloso  ottenuti  attra- 
verso le  Berkefeld,  col  quale  materiale  ottenevano  positive  le  inocu- 
lazioni endocorneali.  8i  credettero  quindi  autorizzati  a  ritenerli  il  germe 
del  Vaccino. 

Questi  corpuscoli,  Prowazeck,  dapprima  ritenne  col  Beaurepaire  si 
accostassero  più  alla  descrizione  di  quelli  del  Volpino,  cui  sarebbero 
assomiffliati  per  forma  ed  aspetto,  mentre  d'altro  canto  li  trovava  più 
grandi  di  quelli  del  Paschen.  In  seguito,  in  base  a  ricerche  eseguite 
coirjamamoto,  finì  col  non  insistere  su  ulteriori  differenziazioni.  Que- 
sta conclusione  ricavò  dalla  lettura  di  preparati  eseguiti  con  mate- 
riale preso  direttamente  dalle  cornee,  colorato  col  metodo  del 
Lòffler,  previa  immersione  dei  preparati  in  acqua  distillata  per  mez- 
z'ora, e,  dopo  asciugamento,  fissazione  in  alcool  assoluto  per  varie 
ore.  A  questo  modo  P.  e  J.  dicono,  in  alcune  circostanze  fu  possibile 
dimostrare  numerosi  corpi  rotondi  senza  flagello,  che  in  primo  tempo 
erano  di  maggiori  dimensioni  e  più  tardi  (75  ore)  erano  spesso  più 
piccoli  e  che  non  si  dividevano  per  divisione  diretta  ma  a  guisa  di 
manubrio.  Si  trovavano  o  liberi  o  addossati  alle  cellule  o  inclusi  in 
vacuoli  delle  cellule  :  Der  Hinweis,  scrissero,  auf  Gròssenunterschiede 
zwischen  den  zuerst  von  Paschen  und  dann  von  Volpino  beschriebenen 
Kòrperchen  Kann  demnach  jetzt  nicht  mehr  auf rect  gehalten  werden  ; 
in  der  ersten  Zeit  bemerkt  man  eben  grossere,  spàter  daneben  kleinere 
Kòrperchen  {Miinch.  med.  Woch.,  n.  51,  i9U9).  Nel  vaiolo  accanto  alle 
grosse  formazioni  ne  trovarono  anche  di  piccole. 


(1)  Ho  messo  insieme  tutti  i  caratteri  indicati  dal  Prowazeck  nello  sue  di- 
verse pubblicazioni,  a  proposito  dei  granuli  che  non  p  iss;ino  negli  ultrafil- 
trati. 
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B.  —  €onsi(Ieraziuui  sul  reperti  del  ProMazeck  e  su  quelli  del  Volpino. 

Da  questa  disanima  delle  osservazioni  fatte  dal  Prowazeck  appare 
chiaro  che  questo  studioso  ha  paragonato  tanto  il  suo  reperto  che 
quello  del  Paschen  (1),  ambedue,  si  noti,  estracellulan,  a  quello  essen- 
zialmente intracellulare  del  Volpino  e  che  il  Prowazeck  mettendo  in 
rapporto  il  suo  reperto  granulare.,  trovato  sugli  ultrafiltri  con  quello 
del  Volpino,  trovato  nelle  cellule  corneali  ed  eccezionalmente  al  di  fuori 
di  esse,  pare  ritenga  che  il  Volpino  si  riferisca  specialmente  ad  un 
reperto  estracellulare,. 

E  che  io  sia  nel  vero  dicendo  questo  è  avvalorato  da  quanto  il 
Prowazeck  ha  scritto  riguardo  alla  mobilità  dei  granuli  e  alla  loro 
sede. 

1.  Per  quanto  si  riferisce  alla  mobilità  dei  granuli  di  Volpino,  Pro- 
wazek  scrisse  successivamente  quanto  segue: 

Volpino  nimmt  eine  aktive  «  bemeikenswerte  »  Beweglichkeit  der 
Kòrperchen  an,  von  dt-r  wir  uns  jedoc  bei  Vakzine  experimentell 
nicht  iibergezeugen  konnten  und  wir  sind  vorlànfig  geneigt,  die 
erwàhnte  Plimmerbewegung  fiir  eine  inteìisive  Broivnsche  Molekular- 
bewegung  anzusprechen.  {Munck,  med.  Woch.,  n.  13,  1909). 

As  carateristicas  dadas  pr.r  Volpino  concordam  essencialmente  com 
as  de  nesso  descobrimento  a  nào  ser  que  nào  incontràmos  nos 
nossos  corpuscolos  grandes  movimentos  coniparaveis  aos  que  se  obser- 
vam  nos  infuzorios  e  flajelados. 

Nào  negamos,  comtudo,  a  esistencia  de  certo  movimento  nos  cor- 
pusculos  em  questiào,  <novimento  analogo  ao  das  granulagàes  de 
pigmento  dos  parazitos  da  malaria  por  acaziào  de  formagào  dos 
flagelos  (Memor.  Inst.  Oswaldo  Cruz  in  Manguinhos,  fase.  II,  1909). 

«  Er  fiihrt  oszillierende  progressive  Bewegungen  aus.  die  nach 
Aragào  und  Prowazeck  passiver,  nach  Volpino  aktiver  Natur  sind. 
Auch  Casagrandi  beschroibt  dessen  Beweglichkeit  Ich  kann  die  Art 
der  Bewegung  von  unbelebten  oder  toten  suspen>ioiden  wie  z.  B. 
duch  Atropin  und  Saponin  abgetòteten  Cromatinkòrperchen  von  Colpi- 
dium  u.  a.  nicht  unterschieden.  (Hand.  d.  Patii.  Prot.,  pag.  141,  1911). 

«  Volpino  fasst  diese  Bewegungen  als  spontan  auf ,  mir  gelang  es  bis 
jetz  nicht  mich  experimentell  und  morphologisch  von  dieser  Sponta- 
neitàt  zu  iiberzeugen  »  {Id.  ib..  pag.  i24). 

Ora  questa  non  è  la  mobilità  dei  granuli  del  Volpino  ;  la  riporto 
quindi  come  egli  l'ha  descritta  anche  recentemente,  perchè  ognuno 
possa  convincersene  e  perchè  meglio  appaia  la  verità  di  quanto  ho 
dedotto  dalle  osservazioni  di  Prowazeck. 

«  Si  tratta,  dice  Volpino,  di  una  specie  di  movimento,  per  lo  più, 
rapidissimo  così  che,  molte  volte,  per  la  rapidità  con  cui  si  spostano, 
gli  stessi  elementi  non  si  possono  distinguere  nettamente.  In  molte 
cellule  tuttavia  non  è  che  un  moto  oscillatorio  in  sito,  il  quale  si 
distingue  dal  browniano,  perchè  assai  più  rapido.  In  altre  cellule 


(1)  Dei  corpuscoli  del  Paschen  tratto  più  avanti  nel  III  Capitolo. 
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invece,  si  possono  vedere  movimenti  più  ampi  e  capita  anche  di 
osservare  cellule,  le  quali  sono  attraversate  in  tutti  i  sensi,  con 
grande  rapidità  da  una  moltitudine  di  corpuscoli  disseminati  in  tutto 
il  protoplasma.  Esiste  poi  ancora  un  altro  genere  di  movimento  il 
quale  capita  più  di  raro  di  osservare,  che  è  presentato  da  alcuni 
ammassi  di  granuli,  i  quali  ad  un  dato  momento  tutti  insieme  con- 
temporaneamente si  trasportano  da  un  punto  all'altro  della  cellula. 
Altre  volte,  in  alcuno  cellule  che  presentavano  fino  ad  un  certo 
istante,  granuli  disseminati,  in  tutto  il  protoplasma,  i  granuli  stessi 
vengono  a  raccogliersi  in  punti  determinati,  ad  es.,  alla  periferia  del- 
l'elemento ;  altre  ^olte  infine  succede  il  fatto  inverso  ;  degli  ammassi 
si  disgregano  per  ricomporsi  poi  in  un  altro  punto.  Ancora  si  può 
osservare  che  gli  ammassi  cambiano  lentamente  forma  e  posizione 
nel  corpo  cellulare,  come  se  fossero  dei  corpi  dotati  di  movimenti 
ameboidi 

Tutti  questi  movimenti  avvengono  nell'interno  degli  elementi  cel- 
lulari, senza  che  questi  presentino  per  essi,  dei  cambiamenti  nella 
loro  forma  esterna  ».  (Pathologica,  pag.  512,  Genova,  1909). 

2.  Per  quanto  si  riferisce  alia  sede  del  reperto  granulare,  il  Prowazeck 
dopo  aver  detto  che  fra  le  osservazioni  di  Paschen,  Volpino,  Casa- 
grandi,  esistono  relativamente  alla  descrizione  e  grandezza  dei  corpu- 
scoli delle  differenze  che  possono  spiegarsi  forse  dalle  modalità  di 
tecnica  e  che  le  formazioni  osservate  col  Beaurepaire  erano  eviden- 
temente più  simili  ai  corpuscoli  vaccinici  descritti  da  Volpino,  ag- 
giunge :  «  Volpino  stelUe  aucli  intrazellulares  vorkommen  fest  (1)  »  il  che, 
data  la  presenza  di  que]r«auch»,  significa  che  Prowazeck  dà  più 
importanza  alla  esistenza  estracellulare  dei  corpuscoli,  eccezionalmente 
invece  osservata  da  Volpino,  che  a  quella  endocellulare  sulla  quale 
particolarmente  insiste  questo  studioso.  E  dico  particolarmente,  perchè 
se  si  pone  ben  mente  al  modo  come  il  Volpino  descrisse  la  estra- 
cellularità  dei  corpuscoli  è  questa  la  impressione  che  se  ne  riceve. 
Volpino  dice  infatti  :  questi  corpuscoli  non  si  trovano  soltanto  dentro 
le  cellule;  mi  fu  dato,  infatti,  in  casi  particolarmente  favorevoli  di 
osservazione,  vederli  anche  dentro  gli  spazi  intercellulari.  Non  potei 
invece  constatare  la  loro  presenza  nel  liquido  della  preparazione;  dove 
però  con  ogni  verosimiglianza  devono  trovarsi  ». 

Ed  aggiunse  che  in  questo  «  è  forse  impossibile  riconoscerli  in 
mezzo  a  tanti  granuli  di  ogni  sorta  e  d'ogni  grandezza  che  si  ve- 
dono luccicare  e  danzare  nel  liquido  ».  {Riv.  Igiene,  pagg.  744-45, 
1907). 

Per  mio  conto  nelle  cellule  corneali  inficiate  di  virus  vaioloso  fil- 
trato, scrissi  di  aver  notato  la  mobilità  propria  di  alcuni  ammassi  (di 
fini  granuli  endocorneali)  che  paiono  spostarsi  nel  protoplasma  ed 
anche  aumentare  di  volume  dando  origine  ad  un  ammasso  più  piccolo  a 
guisa  di  gemma.  La  mobilità  studiata  nei  granuli  più  periferici  degli 
ammassi,  non  pare  consistere  in  un  solo  movimento  di  oscillazione, 
ma  in  un  movimento  proprio,  abbassandosi  essi  e  inalzandosi  nel  campo 


(1)  Prowazech  in  Erg.  d.  Wiss.  Medizin,  1910,  pag.  157,  ripeto,  dice: 
0  Volpino  stellte  auch  intrazellulares  Vorkommen  fest  ».  E  la  parola 
intrazellulares  interpreto  per  endocellulare,  dacohè  Prowazech  quando  in 
altra  occasione  allude  a  disposizioni  fra  le  cellule  usa  a  contrapposto 
quella  di  intercellular.  Così  in  Hand.  d.  Path.  Prot.  pag.  124,  1911,  dice: 
e.  Wie  Volpino  betont,  kommen  sie  intracelluldr  und  intercellular  ver  » 
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microscopico  e  spostandosi  a  destra  od  a  sinistra  in  modo  così  vivace 
da  non  potere  ammettere  che  si  tratti  di  un  solo  movimento  browniano. 
L'insieme  dei  granuli  negli  ammassi,  inoltre,  è  dotato  di  un  movi- 
mento tumultuoso  in  tutto  identico  a  quello  descritto  dal  Volpino  nei 
corpuscoli  vaccinici:  esso  riporta  realmente  all'idea  di  un  liquido  in 
ebollizione  in  cui  siano  sospese  sostanze  polverulenti.  ^Ann.  Igiene  sper.. 
pag.  25,  1910). 

Se  il  Prowazeck  avesse  condotto  le  osservazioni  oltre  che  su  fil- 
trati (1),  anche  su  cellule  corneali,  mettendosi  nelle  condizioni  in  cui 
si  mise  il  Volpino  o  mi  misi  io,  si  sarebbe  persuaso  che  la  mobilità 
che  egli  descriveva  nei  suoi  granuli  liberi  non  aveva  che  vedere 
con  quella  che  si  osserva  nei  granuli  racchiusi  nelle  cellule. 

Ma  nell'interno  delle  cellule  inficiate  di  virus  vaccinico  e  vaioloso 
non  è  il  reperto  dei  granuli  del  Volpino  quello  che  attira  l'attenzione  di 
Prowazeck.  Dice  bensì  con  Jamamoto:  «  Noi  rivolgemmo  la  nostra 
attenzione  alla  dimostrazione  dei  «  fraglichen  korperchen  »  nell'interno 
delle  cellule;  ma  poi  questi  studiosi  riferiscono  come,  seguendo  il 
nuovo  metodo  di  colorazione  del  Giemsa  (fissazione  umida  e  colora- 
zione col  Giemsa),  abbiano  trovato  vari  corpuscoli  che  descrivono 
dettagliatamente.  Nel  lavoro  nessun  accenno  ai  fini  corpuscoli  del 
Volpino  (2). 

Ciò  che,  diciamo  sin  d'ora,  non  poteva  accadere  altrimenti,  perchè 
il  metodo  di  colorazione  Giemsa-acetone,  come  si  vedrà  nella  parte 
terza  del  presente  lavoro  non  si  preata  a  colorare  i  corpuscoli  del 
Volpino  nei  preparati  di  cellule  corneali;  la  stessa  fissazione  umida 
usata  dal  Prowazeck  li  fa  fuoriscire  dalle  cellule;  il  sublimato  puro, 
usato  come  fissatore  non  è  adatto  a  colorarli  poi  col  Giemsa  ;  la  dif- 
ferenziazione coir  alcool-acetone  e  coll'acetone  scolora  i  granuli. 

Dopo  di  che  quanto  asserisce  Prowazeck  circa  la  colorabilità  con 
questo  metodo  dei  granuli  perfino  nelle  sezioni  (3),  nelle  quali  asso- 


(1)  Alludo  qui  alle  osservazioni  eseguite  dal  Prowazeck  e  De  Beaure- 
paire  sul  materiale,  rimasto  sugli  ultra  filtri,  dai  filtrati  ottenuti  attraverso 
candele  porose,  come  quelle  degne  di  maggiore  attenzione,  perchè  eseguite 
su  materiale  contenente  il  virus,  libero  di  materiali  estranei  e  quindi 
anche  di  elempnti  cellulari;  ma,  del  resto,  ciò  vale  anche  per  il  matei'iale 
non  filtrato,  rimasto  sugli  ultrafiltri  all'agar. 

(2)  Non  può  infatti  neppur  pensarsi  che  »  questi  si  riferiscano  i  così 
detti  stadi  iniziali  degli  autoii,  per  i  quali  danno  questa  descrizione:  «  En- 
weder  in  der  Nàhe  des  Kernes  oder  oft  von  dies-m  entfernt  findet  man 
einzelne  oder  mehrere  kleinste  tief  dunkelrote  Kòmchen,  die  sich  zuweilen 
hantelformig  teilen  und  vom  einem  roten  Saum  urpceben  sind,  de'-  wieder 
von  pìner  ausgefaserten  unregelmassigen  masse  blauen  Plastins  umgeben 
ist.  (Initial-stadien).  Munck,  med.  Woch.,  n.  51,  1909. 

(3)  Prowaz;eck  dice:  «  Die  Variola  Clamydozoen  kann  in  Pokenschnitt 
am  besten  nach  sublimatalkoholfixienmg  naeh  Giemsa  612  Stunden 
farben  in  desi.  Wasser  abwaschcn,  rasch  60  %  Aceton,  Aceton  pur..  Xilol, 
Cederò!  ».  Auch  die  neue  Methode  von  Giemsa  diirfte  sich  vielleicht  fiir 
ihre  Darstellung  eignen  ».  (Hand.  der  Path.  Prot.:  pag.  14S,  1911). 
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lutamente  nè  Volpino  nè  io  li  abbiamo  mai  potuti  colorare,  rende 
logico  domandarsi,  di  quali  granuli  mai  intenda  parlare  Prowazeck 
e  a  quali  granuli  si  voglia  riferire,  quando  accenna  ai  granuli  del 
Volpino.  Giudicando  del  resto  dalle  figure  che  dà  a  pag.  148  del- 
l'Hand  der  Path.  Protozoen  1911,  è  chiaro  che  ciò  che  egli  colora 
nelle  sezioni  non  ha  nulla  che  vedere  coi  granuli  del  Volpino. 

Da  tutto  ciò  emerge  che  il  Prowazeck: 

1°  crede  possibile  fare  dei  riferimenti  tra  i  suoi  corpuscoli  liberi  ri^ 
masti  sugli  ultrafiltri  e  quelli  del  Volpino  eminentemente  endocellulari  ; 

2°  rileva  senza  difficoltà  alcuna  i  suoi  reperti  in  campo  chiaro 
fuori  delle  cellule,  mentre  il  reperto  del  Volpino  fuori  di  queste  non 
è  stato  rilevato  dall'Autore  che  eccezionalmente  e  non  nel  liquido 
della  preparazione  e  solo  in  campo  oscuro;  nelle  stesse  cellule  in 
campo  chiaro  non  è  visibile  se  non  prima  si  sono  fissate  e  osservate 
in  campo  oscuro  le  cellule  che  lo  contengono; 

3°  non  ferma,  quando  si  trova  di  fronte  a  reperti  endocellulari, 
la  sua  attenzione  su  granuli  che  rispondano  a  quelli  scoperti  dal 
Volpino  ma  su  altri  stadi  granulari,  lasciando  pensare  a  chi  legge  che 
egli  ritenga  questi  rappresentare  il  virus  endocellulare  in  relazione 
coi  suoi  corpuscoli  iniziali  ed  i  primi  quello  extracellulare; 

4°  si  serve  di  metodiche,  per  mettere  in  evidenza  nelle  cellule  i 
granuli,  che  non  possono  servire  a  colorare  quelli  del  Volpino  o  che 
li  fanno  fuoriuscire  prima  che  i  preparati  siano  colorati  ; 

5°  ritiene  colorabili  i  granuli  nelle  sezioni  di  pustole,  figuran- 
doli anche,  mentre  nelle  sezioni  è  impossibile  dimostrarli  per  ora  con 
qualunque  metodo  di  colorazione  compresi  quelli  che  usa  Prowazeck, 

6°  Finisce  coU'aocomunare  i  reperti  del  Paschen  e  del  Volpino  che 
sono  extra-cellulari  l'uno,  eminentemenle  endocellulare  l'altro,  diversi 
anche  per  la  grandezza  dei  granuli,  facendo  derivare  tutte  le  granulazioni 
specifiche  da  corpuscoli  endocellulari  ciò  che  non  è  suffragato  da  suf- 
ficienti prove,  tanto  più  che  dal  complesso  delle  osservazioni  del 
Prowazeck  non  si  ricava  la  convinzione  che  egli  si  sia  incontrato  col 
tanto  caratteristico  reperto  endocellulare  del  Volpino. 

C.  —  Confronti  tra  il  reperto  granulare  extracellulare  del  Prowazeck 
e  quello  in  precedenza  da  me,  prima  del  Prowazech,  osservato  nei 
filtrati. 

A  ben  vagliare  le  osservazioni  del  Prowazeck  e  dei  suoi  collabo- 
ratori, messe  nei  loro  giusti  termini,  risulta  chiaro  ohe  essi  hanno 
osservato  e  descritto  in  campo  chiaro  ed  hanno  anche  colorato  col 
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metodo  del  Loffler  nn  reperto  granulare  fino,  in  ciò  che  rimane 
sugli  ultra-filtri  del  virus  filtrato  o  no  attraverso  candele  porose. 

Ora,  poiché  sui  filtrati  di  virus  vaioloso  bovino  ed  umano,  erano 
già  state  pubblicato  ricerche  microscopiche  fatte  da  me,  a  cominciare 
dal  1905  (per  il  vaiolo  bovino)  e  dal  1908  (per  il  vaiolo  umano)  così 
crédo  necessario  istituire  un  raffronto  tra  i  reperti  del  Prowazeck 
e  quelli  miei.  Tanto  pili  che  questo  studioso  in  Hand.  d.  pat.  Protozoen 
1911  nel  cap.  «  Historisches  ù.  d.  Parasitologìe  d.  Vaccine,  pag.  123, 
1911  »,  cita  soltanto  la  mia  pubblicazione  dal  titolo  «  Studi  sul  Vac- 
cino »  del  1906,  in  cui  a  pag.  15G  degli  Annali  d' Igiene,  avevo  scritto: 
«  nei  filtrati  di  polpa  vaccinica  si  possono  mettere  in  evidenza  dei 
piccolissimi  elementi  di  apparenza  detritica  previa  fissazione  col  me- 
todo Raetzmann,  elementi  male  definibili  per  forma  e  grandezza  s>. 
Mentre  invece  nello  stesso  anno  1906  e  negli  stessi  Annali  d'Igiene, 
pubblicai  un  altro  lavoro  dal  titolo  «  Indagini  sulla  presenza  del 
virus  vaccinico  nella  polpa  vaccinica  e  nei  filtrati  ottenuti  attraverso 
le  Berkefeld  W,  dove  molto  dettagliatamente  rilevo  i  caratteri  dei 
granuli  che  trovava  nei  filtrati,  osservati  a  fresco  in  campo  chiaro,  e 
in  preparati  colorati  e  dove  quindi  egli  avrebbe  dovuto  attingere  i 
dati  relativi  ai  reperti  miei  cui  riferirsi  per  citare  quanto  io  avevo 
fatto  in  merito  ai  granuli  dei  filtrati  di  virus  vaccinico. 
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Nel  virus  vaceinieo  filtrato. 


In  campo  oscuro 


Secondo 
Casagrandi 


Secondo  Prowazeck 


In  campo  chiaro 


Secondo 
Prowazeck 


Secondo  Casagrandi 


Dice  soltanto:  FUr  Untersuchungen  wa- 
rend  des  Lebens  eignet  sich  die  Dun- 
kef  eldbeleuchtung  »  {Handhueh  d.  path. 
Protozoen,  1911,  pag.  124)  ;  ma  non  ag- 
giunge nulla  di  proprio. 


Corpicciol;  estremamente  piccoli.  Ni 
possibile  stabilirne  la  forma  e  le 
mensìoni;  certo  sono  inferiori 
quarto  di       (Ann.  Igieni,  pag. 
1906). 


Rifrangenti  (Ann.  d'Igiene,  pag.  681,1' 


Di 


Immobili  o  dotati  di  un  debole  n 
mento  browniano  (Ann.  d' igiene,  ì 


It 


Isolati  0  aggruppati  in  ammagli 
lari  (Ann.  d'igiene,  pag.  581,  1906; 


II! 

Mi 


m 


Si  colorano  in  rosso  con  la  fnxina' 
bolica  ;  in    paonazzo  con  il 
diluito  previa  fissazione  con  1'; 
metilico  e  fra  di  essi  te  ne  nini 
di  un  bel  colorito  ross.i-carminio  Hn 
d'Igiene,  pag.  581,  1906).  ; 


Colorabili  previo  trattamento  col, 
todo  di  Raetzman  e  di  Losenay- 
di  LoÉBer,  col  bleu  di  tnluidina  a 
con  la  fuxina  fenica  ed  anilinic 
r  azzurro  II  e  1'  eosina,  col 
(Società  Cultori  Scienze  mei. 
di  Cagliari,  6  aprile  l«<i8;. 


li  li 
'iitiiui 
c|:il 

'««i 
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Nel  virus  vajuoloso  filtrato. 


In  campo  oscuro 


In  campo  chiaro 


Secondo  Casagrandi 


m  (-1 


Secondo  Prowazeik 


scoli  piccolissimi  {Società  Cultori  Scienze 
.  e  nat.  di  Cagliari,  6  aprile  1908). 


line  sferiche  colorate  circondate  da  un 
icino  ìacoìoia  {Società  Cultori  Scume  med. 
li.  di  Cagliari,  6  aprile  1908). 

i  granuli  che  posseggono  attorno  alla  parte 
ingente  una  parte  anelliforme  oscura  che 
le  il  granulo  in  tutti  i  suoi  movimenti  e 
bì  resta  in  dubbio  se  faccia  parte  dei 
luli  stessi  oppure  dipenda  da  fatti  ottici, 
jiotevole  il  particolare  che  nei  filtrati  te- 
I  a  37°  per  quattro  giorni,  l'alone  non  ai 
rva,  analogamente  a  quanto  accade  nei 
iti  di  vaccino  ed  i  piccoli  granuli  paiono 
16  deformati.  {Annali  Igiene  sperimentale, 
la,  191(1,  pag.  28). 

[<!' genti  {Società  ital.  Patologia,  Palermo, 
llprile  1908). 


'  tratti  di  granuli  vaiolosi  è  dimo.itrato 
i  mobilità  di  detti  granuli  la  quale  nei 
arati  ben  lutati  è  indubbio  appartenere 
ranuli  stessi.  Essa  però  a  differenza  di 
.  che  accade  nelle  cellule  corneali,  si  ar- 
i  presto  nei  filtrati  tanto  che  per  osser- 
i  occorre  che  i  filtrati  provengano  da  pu- 
;  da  pochissimo  tempo  tritate  e  siano 
btissimi,  anzi  che  siano  esaminate  le  prime, 
jp  di  liquido  che  passano  attraverso  le 
eie.  Non  solor  io  ho  ricevuto  l'impres- 
:  che  il  movimento  si  aiTCsti  appena  i 
uli  vengano  in  contatto  con  le  superflci 
vetrini  copri  e  porta  oggetti.  (Annali 
le  sperimentale,  Eoma,  1910,  pag.  28). 


uel  granuli  possono  osservarsi  in  ammassi  ; 

m'iessuno  di  questi  granuli  presenta  la  mo- 
ji  k  massiva  che  ha  nelle  cellule  corneali, 
■I.  vedono  ingrandirsi  e  dar  luogo  ad  am- 
i  li  figli.  (Id.  ib.). 


t  lo  di  semplice  informazione  aggiungo 
ìoto  scrissi  a  proposito  dei  granuli  endo- 
"  lali  :  si  possono  trovare  due  granuli  sif- 
'u  iiente  uniti  da  destare  l'impressione,  ami 
quasi  la  convinzione  si  tratti  di  granuli 
•I  lisione  {Annali  igiene  sperimentale,  1910, 
ja  24). 


Più  piccoli  dei  piti  piccoli  batteri  {Milnck.  Med., 
n.  a,  1908);  minutissimi  misuranti  circa  }4 
di  y-  {Erg.  d.  Wiss.  Med.  1910). 

Dessen  Grosse  je  nach  dem  Wachstumsstadium 
ca.  um  einige  Zehntel  /  geltener  bis  Y>  y-  {Hand. 
d.  Path.  Protozoen,  pag,  141,  1911)." 

Nettamente  circoscritti,  assolutamente  rotondi 
senza  alone  {MUneh.  Mei..,  n.  13,  1909). 


Alquanto  rifrangenti  (il/uwA .  ilf  ed  Woch.,  1908, 
n.  44)  Refratam  moderadamente  a  luz  (bril- 
iantes)  {Memor.  Istit.  Oswaldo  Cruz,  agosto, 
19(19). 

N'ào  negamos  a  exitencia  de  certo  movimento 
nos  corpuscolos  analogo  ao  das  granulagàes  de 
pigmento  dos  parasitos  de  Malaria  por  acaziào 
de formàfao  d03  fiagelos  (Memor.  Istit.  Oswaldo 
Cruz,  agosto  1909). 


Es  fiihrt  oszillierende  progressive  Bewegungen 
aus,  die  nach  Aragào  und  Prowazech  passiver 
{Handbuch  d.  Path.  Protozoen,  pag.  141,  1911). 


Tinti  in  rosso  (dunkelrot,  vermelho  oscuro) 
(Mem.  Istit.  0.  Cruz,  1909)  colorati,  secondo 
loffler;  appena  appena  con  la  fuxina  di 
Ziehl;  con  l' cosina -azzurro  del  Giemsa  debol- 
mente, appariscono  più  piccoli;  con  la  tio- 
nina  {Mutich.  Med.  Woch,  n.  13,  1909). 

Non  si  colorano  col  Gram  {Miinch.  Med.  Woch., 
n.  44,  1908);  col  neutralroth  e  col  brillantcre- 
sylbau  {Mem.  Istituto  Oswaldo  Cruz,  agosto 
1909). 

Si  moltiplicano  per  scissione  (a  due)  a  mo"  di 
cocchi  ;  ingrossandosi  prima  un  tantino  {Miinch, 
Med.  Woch.,  n.  44,  1908). 
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Come  si  rileva  dalla  tabella  comparativa  precedente  non  è  possi- 
bile il  paragone  tra  i  corpuscoli  osservati  da  Prowazeck  e  quelli  os- 
servati da  me  se  non  mettendo,  il  più  delle  volte,  a  confronto  i  carat- 
teri rilevati  in  campo  chiaro  dal  Prowazech  con  quelli  corrispondenti 
da  me  rilevati  in  campo  oscuro  e  solo  in  questo. 

Con  tutto  ciò  è  evidente  che  i  corpuscoli  trovati  nel  vaiolo  da 
Prowazeck  e  Beaurepaire  nel  1908  in  campo  chiaro,  trovano  perfetto 
riscontro  per  forma,  grandezza,  aspetto,  comportamento  verso  le  so- 
stanze coloranti  coi  miei  osservati  nel  vaccino,  descritti  in  campo 
chiaro  fin  dal  1906.  Inoltre  le  ulteriori  ricerche  da  me  fatte  sui  cor- 
puscoli esistenti  nei  filtrati  di  vaiolo  (nelle  quali  ricerche  ne  cito 
spesso  comparativamente  identiche  eseguite  nei  filtrati  di  vaccino) 
cominciate  a  pubblicare  in  sunto  nell'  aprile  1908  (prima  del  la- 
voro di  Prowazeck  e  Beaurepaire  e  poi  dettagliatamente  ne]  P  fa- 
scicolo degli  Annali  d'Igiene  del  1910),  non  fanno  che  metter  in  evi- 
denza particolarità  osservate  in  campo  oscuro,  le  quali  corrispondono 
a  quelle  che  il  Prowazeck  rileva  più  tardi  nei  suoi  corpuscoli. 

Una  sola  diversità  si  nota  tra  i  granuli  miei  e  quelli  del  Prowa- 
zeck, la  presenza  dell'alone,  che  io  descrivo  nei  miei  corpuscoli;  ma, 
si  tratta  di  una  divergenza  più  apparente  che  reale  in  quanto  che, 
l'alone  è  da  me  descritto  costantemente  a  fresco  nei  preparati  osser- 
vati in  campo  oscuro  dove  è  possibile,  come  ho  scritto  a  proposito 
dei  granuli  vaiolosi,  sia  effetto  di  fatti  ottici,  non  nei  miei  preparati 
a  fresco  in  campo  chiaro,  ossia  nei  preparati  dai  quali  eselusivamente 
il  Prowazeck  trae  i  caratteri  dei  suoi  granuli.  E  se,  dell'alone  parlo 
anche  nei  preparati  colorati,  ciò  ha  una  mediocre  importanza  perchè 
non  lavando  io,  prima  di  fissarli,  i  preparati,  nessuno  può  escludere  che 
si  tratti  di  un  falso  alone  dovuto,  cioè  alla  presenza  di  sostanze  al 
buminoidi  del  mezzo  ambiente  coagulate  dall'alcool,  prova  ne  sia  che 
tenendo  a  lungo  il  materiale  a  37°,  avviene  una  specie  di  deformazione 
dello  stesso  che  si  mette  appunto  in  evidenza  nei  preparati  colorati. 

Perciò  io  ritengo:  P  che  i  granuli  vaiolosi  e  vaccinici  dei  prepa- 
rati di  Prowazeck  rispondano  perfettamente  ai  granuli  da  me  messi 
in  evidenza  fin  dal  1906  nei  filtrati  di  vaccino  e  fin  dal  marzo  e 
aprile  1908  nei  filtrati  di  vaiolo,  granuli  che  ritenni  rappresentino  il 
virus  vaccinico  filtrato  e  gli  agenti  dell'infezione  vaccinica  [Atti  Soc. 
Ital.  di  Patologia,  Palermo,  Sed.  13  aprile  1908)  e  che  proposi  di 
chiamare  Clamidium  vaccinae  (Autoriassunti,  Parma,  voi.  VII,  pa- 
gine 207-207  e  Oiorn.  R.  Soc.  Igiene,  Milano,  1909,  con  recensione  a 
firma  L.  Trincas)  ;  2°  che  Prowazeck  e  Beaurepaire,  ritenendo  che  i 
granuli  trovati  sugli  ultrafiltri,  attraverso  cui  avevano  fatto  passare 
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materiale  vaioloso,  i  appresentino  gli  Erregers  der  Variala  e  siano  dei 
Clamidozoi,  non  hanno  aggiunto  nulla  di  nuovo  a  quanto  io  avevo 
già  detto  a  proposito  del  virus  vaioloso  bovino  e  a  quanto  avevo 
ripetuto  a  proposito  di  quello  umano,  anzi  non  hanno  fatto  che 
confermarlo. 

Qui  però  è  il  caso  di  aggiungere,  come  ho  già  fatto  trattando  la 
questione  dei  granuli  dei  filtrati  in  rapporto  a  granuli  endocellulari, 
che  la  quistione  della  specificità  dei  granuli  dei  filtrati,  per  quanto  si 
riferisce  sia  all'infezione  vaccinica  sia  a  quella  vaiolosa,  non  si  pre- 
senta con  tali  dati  di  fatto  da  convincere  tutti  di  trovarsi  di  fronte 
al  virus  e  però  tanto  la  mia  conclusione  dell'aprile  1908  a  proposito 
della  loro  rispondenza  al  germe  del  vaccino,  come  quella  del  Prowa- 
zeck  e  Beaurepaire  a  proposito  della  rispondenza  dei  loro  granuli  al 
germe  del  vaiolo  (chiamano  ripeto  i  loro  granuli  Erregers  d.  Variala) 
non  può  essere  che  una  convinzione  subbiettiva,  ciò  che  invece,  a  mio 
avviso,  non  può  dirsi  dei  granuli  endocorneali  vaccinici  che  il  Prowa- 
zeck,  come  ho  già  fatto  rilevare  per  molti  dati,  pare  non  abbia  os- 
servato. 

E  tale  quistione,  gioverà  ripeterlo,  questo  studioso  rende  ancor 
più  dubbia,  data  la  tendenza  manifesta  in  tutto  il  suo  lavoro  di  mo- 
strare come  il  virus  vaccinico  sia  rappresentato  entro  le  cellule  dai 
suoi  corpuscoli  iniziali,  e  al  di  fuori  dai  granuli  colorabili  col  Lòffler 
e  col  Giemsa,  che  trova  sugli  ultrafiltri,  granuli  in  cui  si  compren- 
dono, secondo  quanto  dice  con  Jamamoto  i  granuli  di  Paschen  e  i 
granuli  di  Volpino,  poiché  con  tali  concetti  del  Prowazeek  si  viene 
a  metter  ancora  più  da  parte  il  reperto  endocellulare  che  è  realmente 
il  più  caratteristico  di  tutti,  quello  dei  granuli  mobili  del  Volpino. 

Capitolo  III. 
Corpuscoli  del  Paschen. 

Poco  tempo  prima,  che  il  Volpino  comunicasse  all'Accademia  di 
Torino  i  suoi  reperti  nelle  cellule  corneali  vacciniche  in  campo  oscuro, 
il  Paschen  {Deutsch.  Med.  Woch.,  n.  47,  21  novembre  1907  e  Aerztl. 
Verein  in  Hamburg,  Sitz.,  1.1  Juni  1907)  faceva  noto  di  aver  trovato 
nelle  pustole  vaiolose  e  nella  linfa  vaccinica  di  bambini  dei  corpu- 
scoli grandi  circa  14  colorabili,  con  il  metodo  del  Loffler,  in  rosso. 
Questi  corpuscoli  egli  avrebbe  atiche  osservati  in  campo  oscuro  nella 
polpa  vaccinica,  ai  quali  corrisponderebbero  per  grandezza  e  li  avrebbe 
colorati  nelle  sezioni  di  pustole  di  vitello  e  in  cornee  dei  conigli  col 
metodo  Levaditi.  («  In  Levaditi-Schnitten  von  Kalbspusteln  und 
geimpften  Kaninchenkornàuten  batte  Vortrangender  ànhliche  Kòrper- 
chen  demonstriert  »). 

La  brevissima  descrizione  del  Paschen  non  permetteva  di  poter 
istituire  con  precisione  un  paragone  tra  i  granuli  che  io  avevo  tro- 
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vato  nei  filtrati  di  vaccino,  prima  delle  sue  indagini  e  quelli  che 
io  trovava  in  seguito  nel  vaiuolo.  Ad  ogni  modo,  tenuto  conto 
che  quelli  che  avevo  colorato  nei  filtrati  di  vaiaolo,  si  diportavano 
nello  stesso  modo,  per  quanto  assai  più  piccoli  di  quelli  del  Pa- 
schen,  scrissi  che  «  per  molti  particolari,  questi  corpiccioli  parreb- 
bero rispondere  a  quelli  indicati  dal  Paschen  nelle  pustole  vaio- 
lose e  in  quelle  vacciniche,  se  ne  togli  la  grandezza  la  quale  però  può 
essere  apparsa  più  grande  del  reale  al  Paschen  atteso  il  metodo  di 
colorazione  adottato  con  la  fuxina  anilinata  ».  (Policl.,  Roma,  1908). 

Successivamente  applicando  alla  coloi  azione  dei  granuli  vaiolosi 
oltre  che  il  metodo  del  Lòffler,  altri  metodi  atti  ad  ottenere  delle 
lacche  e  persuasomi  che  anche  con  questi  metodi  i  granuli  si  colo- 
ravano, fissai  la  mia  attenzione  sulle  loro  dimensioni  e  dovetti  con- 
vincermi che  mai  essi  assumevano  le  dimensioni  dei  granuli  di  Paschen. 
(Ann.  Igiene,  Roma,  1910,  pag.  39). 

Inoltre,  facendo,  delle  prove  di  decolorazione  sotto  al  vetrino  co- 
prioggetti sulle  cellule  contenenti  i  granuli  endocorneali,  riuscii  anche 
a  colpire  momenti  in  cui  restava  più  colorata  la  parate  centrale  della 
periferica,  ciò  che  richiamandomi  alla  mente  l'esistenza  dell'alone, 
mi  fece  pensare  che  questo  fino  ad  certo  punto  poteva  spiegare  le 
maggiori  dimensioni  con  le  quali  i  graimli  si  presentavano  colorandoli 
col  metodo  di  Lòffler  piuttosto  che  col  Giemsa;  ma  aggiunsi  anche: 
esso  non  spiegherebbe  però  perchè  gli  stessi  granuli  endocorneali,  restino, 
colorati  col  Lóeffler,  sempre  di  dimensioni  inferiori  a  quelle  dei  granuli 
del  Paschen. 

«  E  però,  conclusi,  mi  sono  oggi  sorti  dubbi  ohe  non  si  tratti, 
come  avevo  sospettato,  da  principio,  dello  stesso  reperto  da  me 
messo  in  evidenza,  e  mi  è  nato  il  sospetto  che  i  granuli  del  Paschen 
rispondano  piuttosto  ai  granuli  eosinofili  e  metacromatici,  che  sono 
così  abbondanti  nella  linfa  vaccinica  e  vaiolosa,  granuli  che  non 
hanno  alcunché  di  fjpecifico  ».  {Id.,  id.,  pag.  39-40). 

Anche  il  Prowazeck,  i  cui  reperti  nei  filtrati  abbiamo  visto  colli- 
mare tanto  coi  miei,  dapprincipio  si  espresse  in  termini  molto  pru- 
denti trovandoli  più  grandi  dei  suoi,  dicendo  che  non  si  avevano 
elementi  per  giudicare  sulla  priorità  di  alcuno,  che  occorreva  fare 
confronti  di  preparati,  pur  sempre  facendo  rilevare  che  i  granuli  di 
Paschen  erano  più  grandi  dei  suoi  e  che  questi  ultimi  si  accostavano 
più  a  quelli  del  Volpino. 

In  seguito,  facendo  derivare  dai  suoi  corpuscoli  endocellulari,  granali 
estracellulari  veniva  cosi,  implicitamente,  a  non  dare  più  importanza 
alle  dimensioni  più  grandi  dei  granuli  del  Paschen.  Ciò  egli  ritrasse 
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dalla  lettura  di  preparati  eseguiti  col  Loffler  secondo  la  tecnica  usata 
anche  dal  Paschen. 

«  Auf  diese  Weise  »,  dicono  Prowazeck  e  Jamamoto  {Miinch.  lied. 
Woch.,  n.  51,  1909)  «  konnten  unter  Umstànden  zahlreiclie  geis- 
sellose,  runde  Kòrnchen  nachgewiesen  werden,  die  in  der  ersten  Zeit 
grosser,  spater  (75  stunden)  vielfach  kleiner  waren. . . 
Der  Hinweis  auf  Gròssenunterschiede  zwischen  den  zuerst  von  Paschen 
und  dann  von  Volpino  breschriebenen  Kòrperchen  kann  demnach 
jetz  nicht  mehr  aufrecht  gehalten  werden;  in  der  ersten  Zeit  be- 
merkt  man  eben  gròssere,  spàter  daneben  kleinere  Kòrperchen.  Bei 
Variola  kommen  neben  grossen  auch  kleinere  Gebilde  vor  ». 

Del  resto,  qualunque  sia  l'opinione  del  Prowazech,  è  certo  che  i 
granuli  descritti  da  Paschen  nel  1907  sono  più  grandi  di  quelli  os- 
servati da  me  e  dallo  stesso  Prowazeck  nei  filtrati  di  vaccino  e  di 
vaiuolo  e  che  essi  sono  stati  dallo  stesso  Prowazeck  sempre  ritenuti 
più  grandi  dei  suoi  i  quali,  come-  i  miei,  avevano  dimensione  mas- 
sima di  ^4  di  jJL.  Questo,  delle  maggiori  dimensioni  dei  granuli  del 
Paschen,  è  il  fatto  assodato,  il  quale  lo  stesso  Prowazeck  non  cessa 
di  far  presente  in  ogni  circostanza,  e  cerca  persino  di  attribuire  a 
modalità  tecniche. 

Disse  infatti  ancora  nel  1910  (Die  Chlamidozoen  als  intrazelluldre 
simbiotische  Krankheitserreger,  in  Ergeb.  d.  Wissensch.  Mediz.,  Bd.  I 
Heft.  4,  pag.  137)  :  «  In  der  Riickstand  wurden  nun  zahllose,  kleinste 
etwa  14  \^  grosse  Kòrnchen  beobachtet.  Paschen  hat  friier  iihnliche 
Kòrperchen  beschrieben,  doch  gab  er,  da  er  Serum  durch  die  oben 
beschribene  Methode  nicht  entfernt  batte,  vernumtlich  deren  Gròsse 
etwas  hòher  an  ». 

Ad  ogni  modo  date  le  precedenti  osservazioni  di  Prowazeck  e 
Jamamoto,  sulla  genesi  dei  granuli,  che  ne  spiegano  le  diverse  di- 
mensioni, e  le  ragioni  della  maggior  grandezza  dei  granuli  attribuite 
al  metodo  colorante  usato  (che  ingrandisce  realmente  alquanto  i 
granuli),  si  comprende  come  il  Paschen  si  sia  persuaso  che  i  suoi 
granuli  siano  identici  a  quelli  di  Prowazeck  e  Beaurepaire,  come 
ritenga  che  il  Prowazeck  sia  oggi  di  questa  opinione  e  come  cerchi 
di  persuadere  tutti  gli  studiosi  che  i  granuli  vaiolosi  specifici,  egli  è 
il  primo  ad  averli  scoperti.  Recentemente  (16  sett.  1910)  ha  anche 
avuto  la  cortesia  di  inviarmi  tre  fotogrammi  eseguiti  dal  Martini 
della  Casa  Zeiss,  l' uno  di  materiale  vaioloso  eseguito  sopra  un 
«  Variolasstrich  »  di  un  preparato  originale  del  Prowazeck,  il  secondo 
sopra  uno  dello  stesso  Paschen  e  il  terzo  sopra  uno  di  «  Kynderlymphe  », 
ugualmente  suo,  tutti  all'ingrandimento  di  1 :  1000,  dai  quali  foto- 
grammi appare  l'identà  dei  tre  reperti  granulari.  Per  di  più  il  Paschen 
mi  informa  che  si  tratta  di  granuli  «  nettamente  rotondi,  uniforme- 
mente grandi,  spesso  circondati  da  un  alone  (stadi  di  scissione  etc.,) 
e  che  la  loro  grandezza  secondo  le  misure  del  Martini  sono  di 
0.20-0.25  u.  ». 

Non  ci  sarebbe  quindi  più  bisogno  di  ricorrere  a  ricordare  che  i 
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granali  sono  colorati  col  metodo  di  Lòffler,  cioè  con  un  metodo  che 
di  per  sè  fa  aumentare  i  diametri  ai  corpuscoli,  e  che  Paschen  non 
aveva  tolto  il  siero  della  preparazione,  per  tentare  di  identificare  i 
due  reperti  del  Paschen  e  del  Prowazeck.  La  grandezza  sarebbe  in- 
torno a  quelli  dei  granuli  del  Prowazeck,  di  due  decimi  di  |j.  o  poco 
più  e  quindi  intorno  a  quelli  dei  miei  e  dei  granuli  del  Volpino  nelle 
cellule  corneali. 

Ma  la  quistione,  nonostante  queste  nuove  misure,  a  mio  avviso 
non  è  risolta  perchè,  come  fa  giustamente  osserrare  Volpino,  Pa- 
schen, nell'Handbuch  di  Krause-Levaditi,  sostenendo  che  il  diametro 
dei  corpuscoli  di  [x  0.5,  dipendeva  in  parte  dalla  mordenzatura,  se 
conduce  chi  legge  alla  deduzione  che  i  granuli  fossero  artificialmente 
ingrossati,  di  fatto  sta,  però,  che  nella  Deuts.  Med.  Woch.  1907, 
egli  aveva  scritto  :  «  In  der  griisse  entsprechen  die  den  Kòrperchen, 
die  man  bei  Dunkefeldbeleuchtung  in  der  Lymphe  sicht  ». 

Dunque  dice  Volpino:  «  il  n'a  pas  constate  de  différences  entre  la 
préparation  fraìche  et  celle  mordancée  »  {Revue  de  la  Vaccine,  1912, 
pag.  313). 

E  poiché  questa  è  la  deduzione  da  trarsene,  si  deve  anche  am- 
mettere che  il  Paschen,  nel  1907,  si  sia  realmente  trovato  di  fronte  a 
dei  granuli  grandi,  colorati,  quanto  a  fresco. 

Donde  la  conseguenza  che  i  granuli  del  Paschen  nel  1907  grandi 
1x0.5,  non  risponderebbero  piiì  a  quelli  che  oggi  ritiene  grandi  0.2-0.25, 
secondo  le  misure  nuove  che  fornisce  il  Paschen. 

È  quindi  giustificato  più  che  mai  il  riserbo  che  ho  mostrato  in 
linea  definitiva  nel  mio  lavoro  suir«  Etiologia  del  vaiolo  »  laddove 
parlo  dei  granuli  del  Paschen. 

Riserbo  che  debbo  oggi  mantenere  ancora  maggiore,  dopo  aver 
constatato  che  col  metodo  del  Lòffler,  secondo  la  tecnica  del  Paschen 
gentilmente  inviatami  per  iscritto,  i  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  nei 
filtrati  si  fermano  alle  dimensioni  e  2/10  di  ■/  ed  avere  assodato  che 
nella  linfa  vaccinale,  e  nella  polpa  vaccinica  e  nella  polpa  vaiolosa 
sono  molteplici  le  granulazioni  delle  dimensioni  di  quelle  del  Paschen 
che  si  colorano  col  metodo  di  Lòffler  secondo  le  indicazioni  del  Pa- 
schen. Tali  granulazioni  inoltre  con  altri  metodi  di  colorazione  si 
trovano  rispondere  ad  altre  con  caratteri  metacromatici,  non  conve- 
nendo io  col  Paschen,  il  quale  mi  informa,  che  i  granuli  eosinofili  e  me- 
tacromatici con  questo  metodo  in  genere  si  colorano  male  o  addirittura 
non  si  tingono. 

Del  resto  non  si  può  dimenticare  che  nel  1907  {Munck,  med.  Woch., 
n.  47)  il  Paschen  col  metodo  Levaditi  avrebbe  messo  in  evidenza  i 
suoi  granuli,  addirittura  nelle  sezioni  di  pustole  di  vitello  i  quali  con 
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questo  metodo  si  presentavano  tinti  in  nero  (cfr.  anche  Arch.  f.  Kin- 
derheilkunde  XLVlI  e  Munck,  med.  Woch.,  1906,  p.  2391). 

Ora,  sin  dal  1906,  precisamente  usando  il  metodo  Levaditi  per 
colorare  il  materiale  esistente  nei  filtrati  di  vaccino,  anche  facendo 
seguire  colorazioni  col  Giemsa,  scrissi  :  «  non  è  possibile  mai,  anche 
osservando  a  lungo  e  coi  più  forti  ingrandimenti  ritrovare  negli  ele- 
menti granulari  (che  assumono  una  colorazione  bluastra)  tali  carat- 
teri da  poterne  fare  una  descrizione  particolareggiata.  {Ann.Ig.,  1906, 
pag.  581).  Ciò  che  vuol  dire  che  col  metodo  Levaditi  non  si  metteva 
bene  in  evidenza  il  virus  neppure  nei  filtrati.  Per  mio  conto  lio  con- 
tratto la  certezza  che  le  granulazioni  che  si  colorano  in  nero  nelle  se- 
zioni Levaditi  non  sono  quelle  vaccinali  specifiche.  Del  resto  identici 
granuli  si  possono  osservare  in  sezioni  di  cute  trattati  con  altri  ma- 
teriali irritanti  non  specifici. 

Cosicché  in  ultima  analisi  Paschen  avrebbe,  nel  1907,  trovati  cor- 
puscoli nella  linfa  e  nelle  pustole  vaiolose  grandi  sia  a  fresco  sia  colo- 
rati col  Lòffler,  y.  0.5,  corpuscoli  che  oggi  riterrebbe  avere  le  dimen- 
sioni di  0.2-0.25  :  questi  oltre  colorarsi  bene  col  metodo  di  Lòffler 
sarebbero  dimostrabili  nelle  sezioni  col  metodo  Levaditi,  ove  si  tin- 
gerebbero in  nero. 

Quali  di  questi  granuli  corrrispondono  a  quelli  osservati  da  me  e 
da  Prowazeck  nei  filtrati  ì 

Certamente  non  quelli  del  diametro  di  0.5,  ma  forse  quelli  del 
diametro  0.2-0.25. 

In  tal  caso  però  il  primo  reperto  del  Paschen  non  avrebbe  mag- 
giore valore  di  quello  che  si  è  dato  al  reperto  delle  granulazioni  ele- 
mentari di  Chauveau,  ai  granuli  estremamente  piccoli  rifrangenti,  mo- 
bili, che  Calmette  e  Guerin  scrissero  «  semblent  bien  étre  les  éléments 
virulents  du  vaccine  »,  ecc. 

Secondo  me  il  merito  del  Paschen  consiste  nell'aver  attirato  l'at- 
tenzione su  granulazioni  che  si  coloravano  col  metodo  di  Lòffler,  il 
quale  era  servito  al  Burnet  per  studiare  il  vainolo  dei  polli,  dopo  la 
applicazione  fattane  dal  Borrel,  metodo  che  realmente  discopre  gra- 
nulazioni specifiche  nel  vaccino  e  nel  vainolo.  Il  Prowazeck  invece 
attribuisce  al  Paschen  il  merito  di  essere  il  primo  a  descrivere  in 
modo  indubbio,  corpuscoli  più  piccoli  dei  suoi  Inizialkòrperchen  {Mem. 
Ist.  Osw.  Cruz.,  agosto  1909),  opinione  questa  del  tutto  personale,  es- 
sendovi le  mie  osservazioni  sui  granuli  dei  filtrati  intorno  a  ^  4  di  y-  di 
diametro,  anteriori  a  quelli  del  Paschen  {Ann.  Ig.  sper.,  pag.  581,  1908). 

Il  Paschen  potrà  anche  aver  colorato  quelli  che  io  e  Prowazeck 
riteniamo  nei  filtrati  rappresentare  il  virus,  ma  egli  non  lo  potrà  mai 
provare  dato  il  materiale  con  cai  lavorava  nel  1907,  quale  è  il  pus 
vaioloso  e  la  linfa  vaccinica,  ricchi  delle  più  svariate  granulazioni, 
e  dato  che  le  dimensioni  primitive  dei  suoi  corpuscoli  erano  la  metà 
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di  quelle  degli  attuali,  colorati  con  lo  stesso  metedo,  e  ciò  alle  prove 
dei  fatti,  non  per  colpa  esclusiva  del  metodo  di  colorazione  ma  perchè 
erano  di  tali  dime r: sioni  anche  a  fresco. 

Resta  quindi  sempre  il  dubbio  che  i  primi  granuli  del  Paschen, 
osservati  nella  polpa  vaiolosa  e  nella  linfa  vaccinica  fossero  delle 
granulazioni  non  specifiche.  Quanto  ai  secondi,  dato  che  siano  gli 
stessi  di  quelli  osservati  da  me  e  da  Prowazeck,  le  sue  ricerche  non 
avrebbero  che  il  valore  di  un  controllo. 


Capitolo  IV. 
Corpuscoli  dei  Guarneri. 

Le  importantissime  e  originali  ricerche  del  Guarnieri,  le  quali  pre- 
cedono tutte  quelle  fin  qui  fatte  sulle  inclusioni  del  vaccino  e  del 
vaiolo,  dette  da  lui  Cythoryctes  vaccinae  et  variolae,  sono  a  tutti  note 
come  sono  noti  i  dibattiti  sulla  loro  genesi  e  sulla  loro  natura. 
Quale  rapporto  vi  sia,  però,  tra  queste  inclusioni,  sulla  cui  specificità 
non  può  più  elevarsi  alcun  dubbio,  e  i  corpuscoli  mobili  del  vaccino, 
non  è  ancora  bene  precisato. 

Per  mio  conto  ho  osservato  che  i  piccoli  Cythoryctes,  specie  nella 
cellule  ove  esistono  soli,  si  ha  spesso  l' impressione  rappresentino  cia- 
scuno il  centro  di  un  ammasso  di  granuli  bleu,  donde  il  sospetto  — 
sebbene  manchino  oggi  dati  per  accertarlo  —  di  una  derivazione 
dei  granuli  vaiolosi  dai  piccoli  Cithorydes  per  riproduzione  moltipli- 
cativa. 

Ma  non  sì  tratta  che  di  una  ipotesi  a  proposito  della  quale  aggiunsi 
a  suo  tempo  che  non  intendevo  dicendo  questo,  pronunziarmi  in 
alcun  m.odo  al  riguardo.  {Ann.  Ig.,  pag.  85,  1910). 

Ma,  a  parte  questo,  è  certo  che  il  Guarnieri  fa  derivare  dai  suoi 
Cythorictes  tutti  i  fini  granuli  vaccinici  fin  qui  scoperti,  compresi 
quelli  mobili  del  Volpino. 

Il  Guarnieri  infatti  nel  suo  lavoro  SuU'etiologia  dell'infezione  vac- 
cinica, comunicato  alla  Soc.  ital.  di  Patol.  (Palermo  13  aprile  1908), 
riferisce  di  aver  ritrovato  nelle  cellule  corneali  inficiate  di  virus  vac- 
cinico, in  sezioni  di  cornee  colorate  colla  ematossilina  ferrica  e  l'eosina, 
dei  corpi  anche  piccolissimi,  appena  percettibili,  in  cui  non  si  riesce 
di  solito  a  mettere  in  evidenza  alcuna  struttura  ma  che,  talvolta, 
appaiono  come  un  puntolino  nerastro  contornato  da  un  orlo  che  si 
colora  in  rosso,  e  ordinariamente,  come  corpicciuoli  colorati  in  ma- 
niera uniforme.  Si  trovano  nel  citoplasma  dove  il  processo  patologico 
è  più  giovane:  possono  però  trovarsi  anche  laddove  il  processo  è 
adulto.  Allora  o  sono  distribuiti  in  vario  modo  nel  citoplasma,  o  iso- 
lati, o  accoppiati  a  due.  Alcune  volte  si  trovano  presso  il  nucleo  e 
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persino  aderiscono  alla  membrana  nucleare;  la  maggior  parte  delle 
volte  trovansi  distribuiti  senza  una  vera  e  propria  legge  nel  corpo 
cellulare  anche  nelle  parti  più  periferiche  di  esso  e  negli  interstizi 
cellulari.  Alcune  di  queste  forme  sono  anche  circondate  di  un  alone 
chiaro  che  serve  mirabilmente  a  metterle  in  evidenza,  mentre  per  il  mi- 
nimo volume  potrebbero  passare  inosservate  anche  osservandole  con 
le  lenti  dotate  dal  miglior  potere  risolvente.  Tale  specie  di  corpiccioli 
l'A.  avrebbe  anche  trovato  nelle  pustole  cutanee  delle  vitelle,  disse- 
minata negli  spazi  alveolari  formati  da  cellule  epiteliali  in  avanzata 
degenerazione  cavitaria. 

L'autore  ritiene  che  queste  piccolissime  forme  (che  egli  dice  aver 
segnalate  e  descritte  nelle  sue  prime  ricerche)  rispondano  a  quelle 
dopo  di  lui  osservate  dal  Bosc,  dal  Prowazeck  e  dal  Volpino  (1)  e 
ritiene  possano  essere  interpretate  come  elementi  giovanissimi  pene- 
trati attivamente  nel  citoplasma  delle  cellule  epiteliali  adiacenti  al 
focolaio  primitivo  d'infezione,  e  derivare  da  forme  adulte  scisse  per 
un  processo  di  schizogonia.  Nel  citoplasma  troverebbero,  secondo  l'A.. 
condizioni  adatte  per  compiere  la  loro  completa  evoluzione  acqui- 
stando progressivamente  diametri  maggiori...  Difatti  nelle  pustole 
corneali  fissate  dopo  48-72  ore  dall'inoculazione  oltre  alle  inclusioni 
minutissime,  si  rivengono,  in  grandissimo  numero  anche  forme  di 
maggiori  dimensioni  che  oscillano  tra  uno  a  sei  micron  con  una  di- 
sposizione, specie  quelle  piiì  grandi,  nelle  regioni  del  protoplasma 
adiacenti  al  nucleo,  al  quale  talvolta  sono  addos.->ate  in  maniera 
da  adattarsi  alla  convessità  di  esso. 

Ma  non  basta:  il  Guarnieri,  studiando  attentamente  l'intima  strut- 
tura dei  Cythorictes  la  trova  costituita  da  una  massa  eritrofila  (che 
si  colora  con  l'eosina)  contenente  un  corpo  cianofilo  (che  si  colora  con 
la  ematossilina)  e  riesce  a  scoprire,  la  sostanza  cromatica  dei  Cytho- 
rictes che  hanno  un  certo  grado  di  sviluppo,  subire  dei  cambiamenti 
perchè  vi  si  determina  un  processo  di  divisione  in  segmenti  piccolis- 
simi da  prima  accumulati  nel  centro  del  corpicciolo  e  poi  disseminati 
nella  sostanza  eritrofila. 

Essi,  secondo  l'A.,  sono  costituiti  da  sottilissimi  granuli  e  pos- 
sono veramente  essere  paragonati  ad  una  sostanza  polverulenta. 

Guadagnando  la  superficie  del  corpicciolo,  attorno  ad  essi  si  de- 
termina ordinariamente  una  differenziazione  della  sostanza  eritrofila 
e  si  vedono  con  una  piccolissima  porzione  di  detta  sostanza  circondati 
di  una  areola  chiara. 

L'  A.  perciò  descrive  delle  forme  morulari  costituite  da  una 
massa  di  sostanza  eritrofila  di  forma  ovoidea  od  allungata  cosparsa 
di  un  numero  considerevole  di  puntolini  finissimi  ed  ordinariamente 
in  vicinanza  del  nucleo.  Molto  spesso  questi  minuti  puntolini  distac- 
cati dalla  massa  morulare,  si  rinvengono  migrati  in  altre  regioni  del 
citoplasma  delio  stesso  elemento  epiteliare  od  in  altre  cellule  delle 
adiacenze. 

Si  tratta  di  forme,  egli  dice,  tutto  affatto  simili  alle  forme  minu- 
tissime di  Cythorictes,  a  quelle  forme  iniziali  precedentemente  descritte. 


(1)  Il  Guarnieri  si  esprime  testualmente  così:  «  Su  queste  piccolissime 
forme,  che  io  avevo  già  segnalato  e  descritto  nelle  mie  prime  ricerche, 
hanno  rivolto  l'attenzione  parecchi  autori  e  in  parcicolar  modo  il  Bose, 
il  Prowazeck,  il  Volpino  [Atti  soc.  ital.  di  Patologia.  V  Riunione  Palermo, 
pag.  38). 
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Senza  entrare  in  merito  ai  nuovi  reperti  pur  tanto  interessanti  di 
granuli  minutissimi  derivanti  dai  Gythorictes,  sta  di  fatto  che  questi 
granuli  oltre  essere  tingibili  con  l'ematossilina,  sono  stati  trovati  in 
sezioni  dell'epitelio  corneale  previa  fissazione  e  imparaffinamento  dello 
stesso  e  infine  si  sono  rivelati  in  numero,  in  ciascuna  cellula  infetta, 
che  non  è,  per  quanto  a  volte  anche  grande,  paragonabile  a  quello 
dei  granuli  del  Volpino. 

Non  saprei  quindi,  per  ora,  come  poter  identificare  detti  granuli 
tingibili  con  l'ematossilina,  dimostrabili  nelle  sezioni  di  cornee  impa- 
raffinate, con  quelli  del  Volpino.  È  ben  vero  che  secondo  Burnet, 
il  virus  vaccinico  sarebbe  stato  colorato  in  sezioni  di  pustole  dal 
Borrel,  sotto  forma  granulare,  e  che  anche  a  me  restava  il  dubbio 
che  il  Borrel  potesse  aver  realmente  nelle  sezioni  di  pustole  vac- 
ciniche, colorati  i  granuli  del  Volpino  (1);  ma  tale  dubbio  mi  è  oggi 
anch'esso  scomparso,  dacché,  come  dirò  in  seguito,  se  le  cellule  rac- 
chiudenti i  granuli  del  Volpino,  si  fissano  col  Flemming,  come  ha 
fatto  Borrel,  non  è  piiì  possibile  colorare  in  esse  detti  granuli,  qua- 
lunque sia  il  colore  adoperato,  compreso  Io  stesso  roàso  di  Magenta 
usato  dal  Borrel,  colore  che  pure,  dopo  altri  metodi  di  fissazione, 
colora  i  granuli. 

Capitolo  V. 
Corpuscoli  del  Terni. 

A  proposito  delle  granulazioni  metacromatiche,  nel  Boll,  della  Soc. 
Med.  Chir.  di  Pavia  {Sulla  presenza  di  corpi  eosinofili  nei  prodotti 
patologici  del  vainolo  e  delle  malattie  affini,  n.  1,  1910)  e  prima  an- 
cora nel  Centr.  f.  Bakt.  0.  I.  Ab.  Ed.  50.  (Contr.  à  Vétude  de  la  va- 
riole  et  du  vaccin  et  des  autres  maladies  similaires,  21  aprile  1909) 
comparivano  studi  del  Terni  in  rapporto  al  vaiolo  e  al  vaccino, 
studi  che  egli  comunicava  anche  alla  Società  italiana  di  Patologia 
in  Modena,  nel  1910,  nei  quali  tendeva  a  dare  specificità  alle  granu- 
lazioni eosinofile  che  si  trovano  nella  polpa  vaccinica  e  vaiolosa. 

Egli  infatti  in  questi  due  materiali  trovava  dei  corpuscoli  che  si 
presentavano  neir  interno  ordinariamente  granulosi  o  nettamente  dif- 
ferenziati in  corpi  a  forma  di  mora.  I  corpuscoli  che  si  liberavano 


(1)  Burnet  ha  scritto  {L'Epithélioma  contagieux  des  oiseaux.  Ann.  Pa- 
steur, voi.  XX,  p.  763)  :  «  Borrel  a  signaló  et  représenté,  dans  des  coupes 
de  pustules  vaccinales,  autour  des  noyaux  une  substance  granuleuse  co- 
lorée  en  rose  pale  (Flemming,  rouge  de  Magenta-picro-indigo-carmin), 
qui  serait  l'homologue  de  rinclusion  épithéliomateuse  (V.  Epithélioaes 
infectieuses  et  Epithéliomas,  p.  105,  pi.  II,  fig.  1,  ceilules  marquées  a,  a). 
Les  ceilules  vaccinales  renfermeraient  dono  auasi  les  trois  formes;  noyau, 
chromidies,  iuclusions  parasitaires  )». 
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dalle  masse  protoplasmatiche,  secondo  Terni,  erano  grandi  0.2-0.5  /-'. 
raramente  meno,  ed  avevano  dei  contorni  ben  definiti,  rotondi  e  leg- 
germente ovali:  colorati  intensamente  in  rosa  col  Romanowski-Giemsa, 
Leisman,  Marino,  non  presentavano  parte  nucleare,  avevano  una 
forma  uguale  a  quella  degli  emosporidi,  cioè  più  appiattiti  nel  centro, 
giacché  la  cromatina  vi  si  raccoglie  alla  periferia  sotto  forma  di  anello. 

A  fresco  si  presentavano  con  protoplasma  rifrangente  con  una 
parte  centrale  ponctuée  oscura  e  parevano  dotati  di  vivacissimi  mo- 
vimenti ameboidi. 

Questi  corpuscoli  passavano  attraverso  alle  Cfmmberland  e  alle 
Berkefeld  e  il  filtrato  solo  quando  li  conteneva  era  capace  di  riprodurre 
la  lesione  corneale  specifica. 

Inoltre  egli  stabiliva  un  rapporto  tra  la  presenza  di  queste  for- 
mazioni eosinofile  e  l'attività  del  vaccino  e  della  linfa  vaiolosa  :  dalla 
quantità  e  qualità  delle  stesse,  dice  FA.  si  può  arguire  l'intensilà 
infettante  di  questi  virus. 

Ma  se  è  importante  l'aver  stabilito  l'esistenza  di  questi  granuli 
nel  vaccino  e  nel  vaiolo  e  l'averne  assodata  la  proprietà  di  passare 
attraverso  i  filtri,  è  certo  che  non  è  possibile  attribuire  loro  alcuna 
specificità. 

Il  Tanon  {Sur  la  prèsence  des  cellules  à  granulations  métachroma- 
tiques  dans  la  pulpe  vaccinale.  C.  R.  Soc.  Bici.,  Paris,  n.  23,  p.  1069, 
26  giugno  1909),  infatti,  ha  osservato  nella  j^olpa  vaccinica  fresca 
dopo  fissata  e  poi  colorata  col  bleu  di  metilene,  degli  elementi  irre- 
golari o  arrotondati,  a  nuclei  poli  o  più  spesso  monolobati,  a  mem- 
brana regolare,  grandi  9-15  a,  che  contengono  nel  loro  interno  delle 
numerose  granulazioni  o  ammassate  in  un  punto  della  cellula  opposta 
al  nucleo  o  sparse  in  tutto  il  protoplasma  e  qualche  volta  così  ab- 
bondanti, da  nascondere  il  nucleo  Egli  le  ha  trovate  anche  dissemi- 
nate e  sparse  attorno  alle  cellule.  Le  forme  di  queste  granulazioni 
sono,  secondo  l'A.,  nella  vacca  e  nel  coniglio  arrotondate  e  irregolari 
nel  vaccino  umano.  Si  tratta  di  cellule  che  compaiono  nel  vaccino 
alla  ora,  aumentano  fino  alla  124",  restano  stazionarie  dal  7° 
all'  11°  giorno  e  poi  diminuiscono  rapidamente.  Le  loro  granulazioni 
sono  ancora  suscettibili  di  accrescersi:  in  una  stessa  cellula  se  ne  po- 
trebbero trovare  delle  più  voluminose,  sino  al  momento  in  cui,  messe 
in  libertà  nella  polpa,  resterebbero  più  grosse  e  prenderebbero  l'aspetto 
di  un  corpuscolo  delle  dimensioni  di  un  piccolo  linfocito. 

Tali  granulazioni  infine  sparirebbero  lentamente  nel  vaccino,  e 
nella  maggior  parte  dei  casi  si  noterebbe  un  parallelelismo  tra  la  loro 
abbondanza  e  l'attività  del  vaccino  stesso,  fatti  del  pari  identica- 
mente notati  dal  Terni  per  le  granulazioni  dei  suoi  corpi  eosinoSli. 

Abbiamo  dunque  segnalati  degli  elementi  cellulari  a  granulazioni 
metacromatiche  dal  Tanon  nel  vaccino,  che  si  comportano  come 
quelli  del  Terni.  Solo  essi,  come  già  scrissi  da  tempo,  non  possono 
avere  a  che  fare  con  l'agente  etiologico  delle  infezioni  vaccinali  e 
vaiolose,  per  il  fatto  che  il  Tanon  li  trova  anche  negli  individui  sani 
nel  tessuto  connettivale  sottocutaneo  in  vicinanza  dello  strato  di  Mal- 
pighi  e  li  ottiene  anche  nel  tessuto  connettivo  «  au  volsi  nage  et  au 
niveau  des  lésions  déterminées  par  un  corps  irritant  comme  l'essence 
de  térébenthine  ».  Quivi  sotto  l'influenza  del  virus,  come  ancora  nel 
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mesentere  e  delle  capsule  congiunt'vali  degli  organi  (rene,  fegato)  si 
accrescerebbero  di  numero  e  presenterebbero  anche  un  aspetto  allun- 
gato, con  protoplasma  ramificato,  cioè  con  caratteri  riportabili  ai  cla- 
smatociti  :  il  loro  comportamento  permetterebbe  di  ritenerle  mast- 
zellen. 

I  corpuscoli  eosinofili  non  sarebbero  dunque  specifici  secondo 
Tanon.  Ed  i  fatti  stanno  realmente  come  ha  osservato  questo  stu- 
dioso. Io  ho  eseguito  esperienze,  di  irritazione  corneale  sui  conigli  a 
mezzo  della  tripsina  diluitissima  e,  come  può  rilevarsi  dalla  fig.  5 
della  tavola  III,  ho  potuto  ottenere  gli  identici  reperti  del  Terni  co- 
lorando il  materiale  col  liquido  di  Giemsa  diluito  previa  fissazione 
col  bicromato  potassico  al  2  %  +  formalina  al  20  %  e  successiva 
differenziazione  con  il  lavaggio  in  acqua  (noto  che  può  servire  anche 
quello  coll'alcool,  opportunamente  condotto).  E  dico  gli  stessi,  perchè, 
anche  senza  dilungarmi  in  descrizioni,  basta  confrontare  la  tavole 
dei  lavori  del  Terni  pubblicati  nel  Cent.  f.  Baici .  (1.  e)  e  quello  del  Tanon 
pubblicato  nel  Journ.  de  Path.  et  Physiol.  {Sur  la  fresence  de  cellules 
à  granulations  métachromatiques  dans  la  pulpe  vaccinale,  n.  4  luglio  1909) 
per  dedurne  r  identità  dei  tre  reperti  (1). 

Qui  però  è  il  luogo  di  aggiungere  che  tali  granulazioni  non  sono 
le  sole  non  specifiche  nel  pus  vaccinico  o  vaioloso:  vi  si  trovano 
anche  granuli  derivanti  dai  leucociti,  granuli  derivanti  dalle  cariolisi 
e  carioressi  df  i  nuclei,  ecc.;  ecc.,  ai  quali,  naturalmente,  nessuno  ha 
attribuito  specificità  mai.  Inoltre  vi  si  trovano  granuli  fini,  colora- 
bili coU'ematossilina,  che  secondo  Guarnieri  si  deriverebbero  dai 
Cythorictefi. 

Capitolo  VI, 

Deduzioni  risultanti  dalla  disamina  della  letteratura 
sui  granuli  specifici  del  vaccino  e  del  vaiolo. 

Esposta  così  la  letteratura  sui  fini  granali  del  vaccino  e  del  vaiolo, 
i  quali  passano  nei  filtrati  di  pus  vaccinico  e  vaioloso  privi  di  batteri 
visibili  e  coltivabili  e  di  quelli  che  sono  stati  trovati  nelle  cellule 
dell'epitelio  corneale  dei  conigli,  inoculati  con  i  virus  vaccinico  e 
vaioloso,  filtrati  o  no  ;  dato  il  dovuto  peso  alle  osservazioni  eseguite 
da  ciascun  studioso,  risulta  a  mio  avviso  quanto  segue  : 

1)  che  il  reperto  caratteristico  osservato  nel  1907  dal  Volpino, 
a  fresco  in  campo  oscuro  nelle  cellule  corneali  di  conigli  inoculati 

(1)  Prowazeck  (Hand.  d.  Path  Prot.,  pag  141,  1911).  dice:  Casagrandi 
hàlt  aie  nicht  identisch  mit  den  Korperchen  von  Paschen,  Terni  und  Tanon. 
Dai  miei  lavori  risulta  invece  che  sono  d'accordo  con  Tanon  sulla  non 
specificità  delle  aranulazioni  metacromatiche  e  non  condivido  le  idee  del 
Terni  sulla  specificità  delle  sue  granulazioni  eosinofile. 
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con  vaccino,  e  rilevato  con  dati  di  valore  indubbiamente  superiore 
(mobilità  in  vivo),  risponde,  a  mio  avviso,  a  quello  da  me  segnalato 
in  preparati  colorati  nel  1906  ugualmente  nelle  cellule  corneali; 

2)  che  ai  reperti  osservati  da  me  nel  1906  nei  filtrati  di  vaccino 
e  nel  1908  nei  filtrati  di  vaiolo,  rispondono  quelli  osservati  da  Pro- 
wazeck  e  Beaurepaire  nel  1908-09  sugli  ultrafiltri  attiaverso  cui  fecero 
passare  anche  filtrati  di  vaiolo  ottenuti  attraverso  le  Berkefeld, 
per  cui  le  ricerche  del  Prowezeck  controllano  i  fatti  da  me  già 
messi  in  luce  prima  di  lui; 

3)  che  il  reperto  dei  granuli  osservati  dal  Paschen  nel  1907  nelle 
pustole  vaiolose  e  nella  linfa  vaccinica  non  risponde  per  grandezza 
a  quello  osservato  da  me  nel  1906  nei  filtrati  di  vaccino  e  successi- 
vamente in  tutti  gli  altri  filtrati  di  vaccino  e  di  vaiolo  dal  1908  al 
1910,  nè  a  quello  dei  granuli  vaiolosi  osservati  sugli  ultrafiltri  da  Pro- 
wazeck  e  Beaurepaire  nel  1908,  nè  a  quello  dei  granuli  endocorneali 
osservati  da  me  nel  1906  e  dal  Volpino  nel  1907,  attesa  la  maggiore 
grandezza  dei  granuli  del  Paschen ,  uguale ,  tanto  se  osservati  in  campo 
oscuro  che  in  campo  chiaro  e  la  presenza  di  analoghe  granulazioni 
non  specifiche,  colorabili  col  metodo  del  Lòffier,  nel  materiale  pusto- 
loso non  filtrato  ed  in  altri  materiali  non  specifici; 

4)  che  i  fotogrammi  inviatimi  dal  Paschen  il  16  settembre  1910 
con  le  dimensioni  dei  granuli  ridotte  a  y.  0.2-0.25  riportano  forse  i 
pili  recenti  reperti  del  Paschen  a  quelli  trovati  da  me  (fin  dal  1906 
nei  filtrati  di  virus  vaccinico  e  nel  1908  in  quelli  di  virus  vaioloso) 
e  dal  Prowazeck  e  Beaurepaire  (nei  filtrati  del  virus  vaioloso  nel  1908); 
ma  non  è  possibile  identificare  questi  suoi  recenti  reperti  con  quelli 
del  1907; 

5)  che  il  reperto  dei  granuli  entro  le  cellule  corneali  dei  conigli, 
osservati  così  caratteristicamente  mobili,  in  campo  oscuro,  dal  Vol- 
pino nel  1907,  non  è  stato  dal  Prowazeck  tenuto  in  quella  conside- 
razione che  l'importanza  del  reporto  meritava,  da  tutti  i  lavori  del 
Prowazeck,  trasparendo  :  che  il  virus  endocellulare  sarebbe  rap- 
presentato da  altri  corpuscoli;  che  il  reperto  granulare  rispondente 
a  quello  del  Volpino,  sarebbe  estracelluìare  ;  emergendo  il  dubbio 
che  il  Prowazeck  non  si  sia  incontrato  con  il  reperto  del  Volpino, 
dal  momento  che  i  metodi  di  colorazione  coi  quali  vede  dei  granuli 
entro  le  cellule,  non  servono  a  mettere  in  evidenza  quelli  del  Volpino 
e  dal  momento  che  egli  li  trova  perfino  nelle  sezioni  dove  non  si 
colorano  ; 

6)  che  altri  reperti  granulari  osservati  nel  pus  vaccinico  o  va- 
ioloso non  si  riferiscono  nè  ai  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  che  sono 

48 
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stati  osservati  nei  filtrati  di  vaccino  e  vaiolo  da  me  e  dal  Prowazeck 
e  ritenuti  esser  gli  agenti  dell'infezione  vaccinica,  nè  a  quelli  osser- 
vati da  me  e  dal  Volpino  nelle  cellule  corneali  rispettivamente  ino- 
culate di  filtrato  e  di  linfa  vaccinica,  e  da  me  ancora  nel  vaiolo 
umano,  ma  ad  altri  elementi  granulari  cromatinici,  metacromatici, 
assolutamente  non  specifici;  e,  che  quelli  di  derivazione  citorictica, 
hanno  comportamenti  che  non  si  trovano  nei  granuli  del  Volpino; 

7)  che  infine  di  tutte  le  ricerche  fatte  suir«  etiologia  del  vaccino 
e  del  vaiolo  »  in  base  alla  presenza  di  granuli  specifici  di  dimensicni 
molto  piccole,  quelle  che  costringono  a  fissare  l'attenzione  sopra 
un  reperto  granulare  dotato  di  caratteristiche  particolari,  sono  le 
ricerche  del  Volpino  sui  granuli  mobili  del  vaccino,  dacché  esse, 
quali  che  siano  i  fatti  messi  in  luce  da  altri  studiosi  prima  di  lui, 
me  compreso,  assodano  realmente  un  dato  nuovo,  quello  della  visi- 
bilità in  vivo  di  particolari  elementi  granulari  piccolissimi  e  mobi- 
lissimi, esistenti  nelle  cellule  infette. 

Per  questo  motivo,  nonostante  ritenga  spetti  a  me  la  priorità  del- 
l'aver segnalato  la  presenza  di  tali  granuli  nelle  celltile  corneali,  per 
mezzo  di  preparati  colorati,  tuttavia  dato  il  modo  nuovo  ed  originale 
col  quale  il  Volpino  vi  ha  saputo  richiamare  sopra  l'attenzione, 
sono  d'avviso  che  il  maggior  merito  nella  loro  scoperta  spetti  al 
Volpino. 

PARTE  SECONDA. 

Dati  sulla  specificità  dei  granuli  vaccinici  e  vaiolosi 
nelle  cellule  dell'epitelio  corneale  dei  conigli 

Capitolo  I. 

Reperti  granulari  neiie  cellule  corneali  dei  conigli 
variamente  lese. 

Una  delle  obbiezioni  che  furono  mosse  al  reperto  granulare  da  me 
messo  in  evidenza  nel  1908  nelle  cellule  corneali  inoculate  di  virus 
vaccinico,  per  mezzo  di  preparati  colorati,  fu  quella,  come  ho  già 
detto,  di  non  aver  parlato  di  preparati  di  controllo  per  cercare  di 
dimostrare  la  specificità  del  reperto  (Volpino.  Ulteriori  ricerche  su 
corpuscoli  mobili  del  vaccino.  Rivista  Igiene.  Torino,  1908). 
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A  tale  obbiezione  ho  risposto  nel  presente  lavoro  facendo  notare 
che  io  avevo  già  eseguite  ricerche  di  controllo  sulle  cornee,  trauma- 
tizzandole con  un  batoffolo  di  ovatta,  ecc.,  sottoponendole  all'azione 
del  vapor  di  acqua  a  100°,  e  di  varie  sostanze  irritanti  chimiche  e 
di  sostanze  tossiche  batteriche  inoculandole  con  filtrati  sifilitico  e 
di  sputo  pertossico. 

La  specificità  del  reperto  dei  fini  granuli  oggi  del  resto  è  indubbia. 

11  Volpino  già  nella  sua  prima  nota  fece  presente  di  aver  esami- 
nato 5  cornee  normali,  8  cornee  irritate  con  tossina  difterica,  2  ascessi 
corneali  (uno  da  inoculazione  di  stafilococchi,  l'altro  da  inoculazione 
di  pulviscolo  atmosferico),  1  cornea  irritata  con  vapori  riscaldati 
di  ammoniaca,  3  cornee  semplicemente  scarificate  con  bisturi,  2  cornee 
inoculate  di  sifilide,  2  cornee  semplicemente  scottate  con  la  punta  di 
un  ago  rovente  e  che  l'esito  di  tutte  queste  prove  fu  sempre  concorde 
ed  assolutamente  negativo  rispetto  alla  presenza  di  corpuscoli  ana- 
loghi a  quelli  descritti  nel  vaccino  {Riv.  Ig.,  1907). 

Il  Bormans  (/  corpuscoli  mobili  del  Volpino  nel  vaiolo  del  cavallo. 
Acc.  Med.,  Torino,  3  lugho  1909  e  Pathologica,  Genova,  sett.  1909) 
esegui  ancora  altri  controlli  con  tossina  difterica,  semplici  abrasioni, 
ferro  rovente,  pulviscolo  atmosferico,  acido  osmico,  vapori  di  ammo- 
niaca, di  formaldeide  e  di  trementina,  col  bacillo  del  tifo,  con  quello 
del  carbonchio,  col  pneumobacillo  e  con  lo  streptococco.  Nelle  cornee 
così  irritate,  non  ebbe  a  trovare  i  fini  granuli  mobili,  mentre  li  trovò 
in  quelle  inoculate  con  un  po'  di  liquido  aspirato  da  una  pustola  di 
vaiolo  di  cavallo  e  nella  cornea  inoculata  con  vaccino  bovino. 

Anche  il  Granata,  ed  il  Castelli  nel  itiio  Istituto  fecero  delle  ri- 
cerche inoculando  diversi  batteri  nelle  cornee  (batteri  isolati  dalla 
saliva  dei  parotitici  dal  Granata,  La  Med.  ital.,  pag.  672,  1908)  micr. 
melitense,  staf.  p  aureo,  str.  conglomerato  dal  Castelli  {Soc.  cultori 
Se.  med.  e  nat.,  Cagliari,  pag.  203,  1910)  con  risultato  negativo  ri- 
guardo alla  presenza  di  corpuscoli  analoghi  ai  vaccìnici  e  vaiolosi  sia 
come  si  vedono  a  fresco  sia  come  si  vedono  nei  preparati  colorati). 

Nel  mio  lavoro  sul!'*  Etiologia  del  vaiolo  umano  »,  infine,  feci 
presente  di  aver  eseguito  una  quantità  di  prove  di  controllo  ai  due 
scopi  di  persuadermi  della  specificità  dei  Gythorictes  e  di  quella  dei 
fini  granuli  vaiolosi. 

Ripeto  qui  semplicemente  l'elenco  delle  sostanze  e  dei  mezzi  ado- 
perati :  mezzi  meccanici  (vapor  d'acqua,  sfregamento  con  ovatta,  leg- 
giero raschiamento  con  lancetta,  punteggiatura  coll'ago  da  tatuaggio); 
mezzi  chimici  (glicerina,  glicerina  e  formalina,  getto  dì  aldeica  for- 
mica, di  anidride  solforosa,  alcool  etìlico  diluito,  acido  cloridrico, 
acetico,  tannico,  gallico,  pìrolegnoso  diluiti,  cromico  diluitissimo,  tos- 
sina tifica  (secondo  Rodet),  endotossina  del  h.  coli  e  colerica  (secondo 
Brieger)  ;  NaCl  in  soluzione  acquosa  concentrata,  tripsina  e  pepsina 
all'I  %  (1);  rosso  di  Michaelis,  sieri  diversi  (di  cane  trattato  con 
cornee  sane  di  vitelle,  con  vaccino,  con  vaiolo,  con  la  emotossina  e 
l'endotossiia  dello  staf.  p.  aureo  del  vaiolo)  ;  batteri  (b.  sottile  tos- 
sico, b.  pseudo  iematis  del  terreno,  b.  syphytomatis  ulcerosi,  b.  di  Ducrey, 
b.  di  Weeks,  b.  coli,  stafilococchi  aurei  diversi  ed  in  diverse  condi- 


(1)  Ho  oggi  largamente  sperimentato  con  la  pepsina  e  la  tripsina 
anche  diluitissime. 


756 

zioni  di  virulenza)  ;  filtrati  di  epitelioma  contagioso  dei  volatili,  di  sa- 
liva di  parotitici,  di  farcino  criptococcico,  del  giallume  del  baco  da 
seta,  del  tracoma,  di  feto  di  donna  affetta  da  anemia  progressiva  gravi- 
dica ;  -filtrati  di  pus  diversi  e  di  organi  diversi  sani  e  malati  (fegato, 
rene,  milza  di  conigli  sani  e  infetti  da  piogeni,  da  diplococco,  da 
pseudodifterico,  da  carbonchio).  (Ann.  Igiene,  1910,  pag.  t3). 

Con  tutti  questi  mezzi,  salvo  che  non  si  trattasse  di  virus  filtra- 
bili, anzi  di  alcuni  per  ora,  come  dirò  in  seguito,  nulla  ottenni  che 
potesse  avvicinarsi  al  reperto  dei  fini  granuli  mobili  osservati  nel  vac- 
cino e  nel  vaiolo.  E  queste  conclusioni  si  derivano  da  osservazioni 
minute  eseguite  sia  a  fresco  in  campo  oscuro,  sia  per  mezzo  di  pre- 
parati colorati  nelle  quali  osservazioni  ha  avuto  parte  notevole  anche 
il  dott.  Ruggiu. 

Riporto  quanto  scrissi  al  riguardo  [Ann.  d'Igiene,  1910,  pag.  29): 
Già  per  altro  lavoro  avevo  assodato  che  sotto  l'azione  di  irrita- 
zioni meccaniche,  del  tatuaggio,  delle  strofinazioni  sulla  cornea  con 
batuffoli  di  ovatta,  dell'azione  del  vapore  d'acqua  a  100°,  dell'ani- 
dride solforica  e  di  sostanze  irritanti  chimiche,  acide,  alcaline,  di  germi 
viventi  e  di  sostanze  tossiche  elaborate  dai  germi,  nelle  cellule  cor- 
neali, si  producevano  delle  fini  lesioni  cellulari,  e  si  osservava  in 
campo  oscuro,  una  fine  granulosità  che  meritava  di  esser  confrontata 
con  quella  prodotta  dal  virus  vaioloso. 

Poiché,  però,  delle  varie  sostanze  sperimentate,  due,  avevano  più 
delle  altre  provocato  un  fine  reperto  granulare  endocellulare  e  quindi 
avevano  mostrato  di  prestarsi  bene  a  controllo,  l'endotossina  ricavata 
dallo  staf.  p.  aureo,  isolato  dai  vaiolosi,  e  la  tripsina,  così  ho  insi- 
stito sull'uso  di  queste  sostanze  per  istituire  i  confronti  tra  le  alte- 
razioni da  esse  prodotte  nelle  cellule  e  quelle  prodotte  dal  virus 
vaioloso. 

L'endotossina  stafilococcica  la  ricavai  da  patine  dello  stafilococco 
piogene  aureo  sviluppatesi  a  37°  per  tre  giorni,  emulsionate  in  acqua 
distillata  sterilizzata,  tenute  a  40°  per  18-24  giorni,  sbattendole  a  giorni 
alterni  per  4  o  5  ore. 

Sulla  cornea  dei  conigli  lesa  coU'ago  di  tatuaggio  istillai  tanto  il 
materiale  così  autolizzato,  quanto  lo  stesso,  filtrato  attraverso  una 
Berkefeld  W,  dopo  l'istillazione  ponendo  o  no  un  batuìfolo  di  ovatta 
impregnato  dell' endotossina  sulla  cornea  e  tenendo  chiusa  la  rima  pal- 
pebrale per  12  ore,  e  ciò  sia,  che  avessi  adoperato  l'endotossina  fil- 
trata o  non. 

Esaminate  le  cornee  dopo  24  ore,  appare  in  realtà  una  fine  gra- 
nulosità che  occupa  tutto  il  protoplasma  e  che  sembra  vada  adden- 
sandosi in  modo  uniforme  alla  periferia  verso  il  nucleo,  il  quale  non 
si  presenta  come  una  massa  oscura,  ma  ora  come  un'unica  massa  sfe- 
rica, piccola,  circondata  di  un  alone,  pivi  chiaro,  ora  frammentato  in 
diversi  corpi  oscuri  ovoidali,  ora  infine  con  una  parte  periferica  oscura 


757 


e  una  parte  centrale  finamente  granulosa,  ecc.  /  granuli  sono  fini  e 
dì  forma  non  bene  definita,  immobili,  non  mai  riuniti  in  cumuli  sul 
tifo  di  quelli  vaiolosi:  solo  si  possono  trovare  delle  cellule  in  cui  evvi 
un  maggiore  addensamento  di  fini  granuli  presso  una  parte  del  nucleo, 
il  quale  in  tal  caso  è  finamente  granuloso  alla  sua  volta  e  non  bene 
delimitato  dal  protoplasma  con  un  netto  contorno,  oppure  si  presenta 
con  un  alone  chiaro  come  se  il  nucleo  od  un  suo  residuo,  fosse  rac- 
chiuso in  una  vescicola.  Alcune  volte  pare  anche  di  notare  una  gra- 
nulosità periferica,  ma  questa  è  appena  accennata  e  trovasi  proprio 
sul  bordo  della  cellula,  come  se  il  protoplasma  avesse  subito  una 
trasformazione  granulare  nei  suoi  margini. 

I  granuli  in  tutti  i  modi  hanno  anche  una  rifrangenza  che  non 
si  discosta  da  quella  di  tutto  il  resto  del  protoplasma.  Accanto  a 
questi  granuli  fini  si  notano  poi  nella  cellula  dei  granuli  piccoli  ri- 
frangenti, emananti  luce  bianca,  sferici  o  leggermente  allungati,  do- 
tati alcune  volte  di  un  vivacissimo  movimento  browniano,  sparsi  nel 
protoplasma  o  riuniti  a  piccoli  gruppi,  in  cui  ciascun  granulo  è  però 
sempre  bene  individualizzabile.  Ma  non  basta  :  le  cellule  contengono 
anche  granuli  ad  anello,  i  quali  alcune  volte  rimpinzano  talmente  gli 
elementi  cellulari  da  nascondere  il  nucleo:  questi  granuli  sono  per- 
fettamente immobili. 

La  tripsina,  venne  istillata  sulla  cornea  senza  precedente  tatuaggio 
e  gli  elementi  cellulari  esaminati  non  più  tardi  di  10  minuti,  tutte 
le  prove  eseguite,  prolungando  il  tempo  di  azione  della  tripsina,  ta- 
tuando o  ledendo  la  cornea  prima,  avendo  dimostrato,  che  diventa 
impossibile  la  fattura  di  una  buona  preparazione. 

Del  resto  le  lesioni  endocellulari,  nel  termine  di  10  minuti  si  deter- 
minano assai  nettamente.  Nelle  cellule  si  notano  su  per  giù  gli  stessi 
reperti  che  si  osservano  sotto  l'azione  dell'endotossina.  Solo  la  fine 
granulosità  data  da  granuli  immobili,  di  forma  non  ben  precisabile, 
è  sempre  sparsa  nell'ambito  cellulare  senza  traccie  di  addensamenti 
in  alcun  punto:  è  facile  assumere  la  convinzione,  osservando  atten- 
tamente i  preparati,  che  tale  granulosità  è  strettamente  legata  al 
protoplasma  delle  cellule. 

II  nucleo  è  vescicoloso  e  oscuro  in  molte  cellule,  e  a  contorni  non 
ben  regolari.  In  alcuni  non  si  vede  neppuie;  in  altri  è  come  coartato 
al  centro  di  una  vescicola,  ricordando  le  apparenze  simili  che  si  os- 
servano nelle  cellule  irritate  con  l'endotossina,  con  la  differenza  che 
la  parte  coartata  si  presenta  qui  come  trabecolata. 

Gli  altri  granuli  rifrangenti  e  ad  anello  non  differiscono  da  queìM 
che  si  osservano  nelle  cellule  vacciniche  e  vaiolose  e  in  quelle  irritate 
con  l'endotossina. 

E  cosi  conclusi  dicendo  : 

-B'  quindi  evidente  che  tanto  nelle  cellule  irritate  con  Vendotossina, 
quanto  in  quelle  irritate  con  la  tripsina  si  rinvengono  tre  tipi  di  gra- 
nuli :  però  mentre  due  di  essi,  i  granuli  rifrangenti,  sferici  od  allungati, 
sparsi  nella  cellula,  dotati  anche  di  movimento  browniano  ed  i  granuli 
ad  anello  si  trovano  anche  nelle  cellule  inficiate  di  virus  vaioloso  e  di 
virus  vaccinico,  quelli  più  fluì  uon  rispondono  ai  piccoli  granuli  vaio- 
!osi  e  vaccinici,  ai  quali  restano  così  le  seguenti  caratteristiche  : 

1°  la  mobilità  isolata  dei  granuli  ed  in  massa  degli  accumuli  ; 
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2°  la  netta  disposizione  perinucleare  e  periprotoplasmatica  ed 
endoprotoplasmatica  ; 

3°  la  capacità  da  parte  degli  ammassi  di  aumentare  di  volume 
e  dar  luogo  ad  ammassi  figli; 

4°  la  forma  che  per  quanto  si  tratti  di  granuli  piccoli,  è  sempre 
apprezzabile  essere  quella  rotonda  o  intorno  alla  rotonda; 

5°  la  capacità  dei  granuli  di  dividersi  per  scissione  a  giudicare 
dalle  forme  accoppiate; 

6°  la  uniformità  dei  diametri  pur  trattandosi  di  granuli  estrema- 
mente piccoli  tra  il  decimo  ed  i  due  decimi  di  micron. 

Mentre  quindi  non  è  possibile  attribuire  alcuna  specificità  ai  granuli 
molto  rifrangenti  e  ad  anello  che  si  osservano  nelle  cellule  inoculate  con 
virus  vaccinico  e  vaioloso,  ai  fini  granuli  mobili  che  si  osservano  in- 
dipendentemente o  insieme  a  questi  non  è  possibile  negarla. 

Certo  sotto  l'azione  dei  due  virus  il  protoplasma  diventa  granu- 
loso cosi  come  lo  diventa  sotto  l'azione  dell'endotossina  stafilococcica 
e  della  tripsina  ;  ma  la  granulosità  degli  accumuli  dei  fini  granuli 
vaiolosi  è  diversa  da  quella  protoplasmatica  e  però  non^è  possibile  con- 
fonderla con  questa. 

Fin  qui  per  quanto  si  riferisce  ai  preparati  a  fresco  osservati  in 
campo  escuro. 

Restava  da  giudicare  delle  specificità  dei  granuli  in  preparati  co- 
lorati. 

Di  tale  quistione  credo  essere  finora  l'unico  ad  essermi  occupato 
applicando  alla  colorazione  delle  cellule  corneali  irritate  con  l'endo- 
tossina  e  la  tripsina  lo  stesso  procedimento  di  colorazione  col  Giemsa 
che  avevo  adoperato  per  mettere  in  evidenza  il  virus  vaioloso  nelle 
cellule  corneali  {Ann.  Ig.,  1910,  pag.  34)  metodo  che  riporterò  in 
altra  parte  di  questo  lavoro. 

Trovai  così  i  seguenti  particolari: 

Nelle  cellule  corneali  irritate  con  Vendotossina  staffilococcica,  il  nu- 
cleo è  colorato  in  rosso-carminio  e  il  protoplasma  in  rosa.  Nel  pro- 
toplasma appaiono  colorati  in  bleu  pallido  con  tendenza  anche  al 
lilla,  dei  granuli  che  si  presentano  in  massima  con  una  disposizione 
diffusa  nel  protoplasma,  senza  accumuli  periprotoplasmatici  e  peri- 
nucleari.  Solo  qualche  volta  nei  preparati  per  impronta,  nelle  grandi 
cellule  sferiche  e  in  quelle  inglobate,  si  notano  vari  granuli  general- 
mente colorati  con  tendenza  al  lilla,  di  dimensioni  diverse,  di  forma 
ineguale  non  ammassati  ma  staccati  gli  uni  dagli  altri,  quasi  seguis- 
sero le  maglie  diradate  del  protoplasma.  E  tale  particolare  può  anche 
in  alcune  cellule  osservarsi  dappresso  al  nucleo. 


È  troppo  chiaro  però  che  si  tratta  di  un  reperto  che  non  ha  che 
vedere  con  quello  vaioloso.  Niente  infatti  che  riproduca  i  cumuli  gra- 
nulari perinucleari  e  periprotoplasmatici  che  si  osservano  nell'infe- 
zione vaiolosa.  E'  evidente  die  è  lo  stesso  protoplasma  che  assume  un 
aspetto  granuloso.  Anche  in  queste  cellule  si  notano  dei  fini  gra- 
nuli colorati  in  rosso,  e,  generalmente,  tale  particolare  si  accompa- 
gna ad  una  granulosità  del  nucleo  il  quale  perde  anche  i  suoi  con- 
torni ovalari.  Non  mancano  infins  granuU  eosinofili  e  metacromatiei 
che  ripetono  gli  stessi  aspetti  dei  granuli  che  si  colorano  nei  prepa- 
rati di  cellule  vaiolose. 

Nelle  cellule  corneali  trattate  con  la  tripsina,  si  presentano  in  mas- 
sima gli  stessi  particolari  che  si  osservano  nelle  cellule  irritate  con 
l'endotossina  :  la  fine  granulazione  bleu  è  però  ancora  più  sparsa  nel 
protoplasma.  I  granuli  per  quanto  fini  non  si  dimostrano  eguali  gli 
uni  agli  altri. 

E''  evidente  anche  in  questo  caso  che  la  granulosità  è  insita  nel  pro- 
toplasma, il  quale  alla  periferia  di  certe  cellule,  proprio  sul  margine 
della  cellula,  può  anche  presentare  dei  punti  che  si  seguono  a  guisa 
di  corona  di  rosario  e  che  si  colorano  in  bleu  pallido,  ma  essi  non 
hanno  alcuna  somiglianza  con  gli  ammassi  periendoprotoplasmatici 
che  si  osservano  nelle  cellule  vaiolose.  Inoltre  il  nucleo  fortemente 
alterato  si  presenta  come  un  grosso  anello  colorato  in  rosso- violaceo, 
racchiudente  uno  spazio  a  fini  vacuoli,  o  è  ridotto  ad  una  massa  in- 
forme, raassivamente  colorata,  quando  non  manchi  addirittura. 

Donde  la  conclusione  che  «  nelle  cellule  corneali  irritate  con  Ven- 
dotossina  e  la  tripsina  si  osserva  un  fine  materiale  granulare,  il  quale 
non  ha  alcuna  relazione  con  quello  che  si  osserva  nelle  cellule  vacci- 
nali e  vaiolose.  Restano,  come  dato  differenziale  per  i  granuli  vaiolosi, 
la  disposizione  ad  ammassi  perinucleari,  periprotoplasmatici,  endopro- 
toplasmatici,  la  uniformità  dei  diametri  dei  granuli  costituenti  questi 
ammassi,  la  tonalità  del  colore  hleu-carico.  Nei  granuli  fini  che  si  co- 
lorano in  bleu  con  tendenza  al  lilla  nelle  cellule  corneali  altrimenti 
irritate,  anche  i  tentativi  di  disposizione  periprotoplasmatica  e  perinu- 
cleare,  non  possono  paragonarsi  agli  anelli  di  granuli  vaccinali  e  vaio- 
losi, ed  è  evidente  che  è  lo  stesso  protoplasma  cìie  si  granulifica  nel 
suo  margine  e  attorno  ai  nuclei  ». 

Poiché,  frattanto,  nelle  cellule  corneali  inoculate  di  vaccino  e  vaiolo 
esistevano  altri  granuli,  eseguii  su  di  esse  delle  ricerche  a  scopo  di 
diagnosi  differenziale. 

Trovai  così  che  vi  sono  anche  dei  granuli  rossi  che  si  trovano 
nelle  cellule,  con  evidenti  gravi  alterazioni  nucleari,  granuli  rossi  che 
alcune  volte  sono  a  piccoli  gruppi  da  una  parte  del  nucleo  o  anche 
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tutt'  attorno  a!  nucleo  che  frattanto  mostra  di  non  avere  più  i 
contorni  ben  delimitati.  Questi  granuli  non  hanno  una  forma  re- 
golare, sono  di  diverse  dimensioni,  e  si  colorano  come  la  croma- 
tina. 

Dati  questi  caratteri  e  la  loro  dipendenza  da  nuclei  in  carioressi 
è  troppo  chiaro  che  si  tratta  di  granuli  cromatinici,  di  microsomi,  i 
quali  non  si  possono  assolutamente  confondere  con  i  granuli  vaiolosi 
coi  quali  del  resto  possono  coesistere. 

E,  notisi,  la  differenziazione  di  questi  granuli  da  quelli  vaiolosi,  è 
ancora  possibile  nei  preparati  colorati  con  Vazzurro  II  e  Veosina  nei 
quali  o  per  la  troppa  quantità  delVeosina  o  per  la  prolungata  azione 
del  xilolo,  come  ho  già  detto,  essermi  accaduto  per  i  granuli  vaccinici 
nel  1906,.  i  fini  granuli  hUu  appaiono  invece  rossi.  La  disposizione 
degli  ammassi,  la  forma  uguale  dei  granuli,  la  loro  picciolezza,  il 
trovarsi  m  cellule  a  nucleo  apparentemente  sano,  permangono  sempre 
a  costituire  dati  differenziali  di  indubbio  valore,  per  i  granuli  vacci- 
nici- e  vaiolosi,  quando  si  sia  acquistata  sufficiente  pratica  nel  di- 
stinguere ed  apprezzare  i  caratteri  rispettivi  dei  granuli  cromatinici 
e  dei  granuli  vaiolosi  e  vaccinici. 

Insieme  a  questi  granuli,  infine,  ne  restano  spesso  colorati  anche 
altri  ora  in  rosso,  ora  in  rosso-violetto,  granuli  eosinofili  e  metacro- 
malici;  i  quali  sono  facilmente  differenziabili  da  tutti  gli  altri  gra- 
nuli: la  loro  grandezza  maggiore,  la  loro  forma  sferica  od  ovoidale, 
la  disposizione  sparsa  o  a  gruppi  di  elementi,  ciascuno  dei  quali 
è  sempre  bene  individualizzabile,  sono,  oltre  il  criterio  della  co- 
lorabilità,  tali  dati  da  non  permettere  di  confonderli  coi  granuli 
vaiolosi. 

Alcuni  di  essi  evidentemente  ripetono  i  caratteri  delle  granulazioni 
leucocitarie,  e  sono  quelli  che  si  colorano- decisamente  in  rosa  o  rosso. 
Altri  rosso-violetti,  ripetono  i  caratteri  di  elementi  assai  ben  visibili 
nei  preparati  colorati  senza  precedente  fissazione,  elementi  rispondenti 
alle  Mastzellen  del  Tanon  e  ad  alcune  forme  eosinofile  descritte  dal 
Terni. 

Per  altri  infine  potrebbe  nascere  il  dubbio  fossero  dei  piccoli  Ci- 
toryctes,  quando  si  trovano  entro  le  cellule,  contengano  queste  con- 
temporaneamente o  no  grossi  Gitoryctes.  Però  a  ben  osservare  i  pic- 
coli Citoryctes  colorati  col  Giemsa,  quando  la  colorazione  sia  bene 
eseguita,  si  nota  tutto  attorno  alla  parte  centrale  colorata  in  rosso- 
carminio,  una  parte  meno  colorata,  a  contorno  ben  delimitato,  rego- 
larissima.  Tale  carattere  che  il  Guarnieri  mise  in  evidenza  con  l'e- 
matossilina  e  l'eosina,  anche  nei  Cytorictes  dall' A.  detti  iniziali,  porta 
ad  ammette! e  secondo  il  Guarnieri,  in  questi  corpi  un  contenuto 
cianofilo  ed  una  periferia  eritrofìla.  (Sulla  etiologia  dell'infezione 
vaccinica.  Atti  Soc.  Patol.,  Palermo,  1908  e  Sulla  etiologia  dell'infe- 
zione vaccinica.  Pisa,,  tip.  Vannucchi  1909). 

Nei  granuli  eosinofili  metacromatici,  come  del  resto  anche  nei 
sopra  descritti  granuli  cromatinici,  questa  diversa  tingibilità  di  un 
contenuto  e  di  un  contenente  manca  del  tutto  :  solo  in  alcuni  casi  si 
può  trovare  che  il  contenuto  si  colori  meno,  non  mai  di  più  della 
periferia. 
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Capitolo  IL 

Reperti  granulari  nelle  cellule  corneali  dei  conigli  ottenuti  con 
altri  virus  di  cui  si  è  studiata  la  filtrabilità  in  questo 
Istituto. 

Ma  io  ho  anche  qualche  elemento  per  ritenere  che  il  reperto  dei  fini 
granuli  nelle  cellule  corneali  dei  conigli,  si  possa  forse  ottenere  con  fil- 
trati di  certi  materiali  morbosi,  quando  nei  filtrati  stessi  si  trovi  il 
virus  e  quindi  per  dedurne  che  il  reperto  dei  fini  granuli,  quando  si 
osserva,  parli  in  favore  della  filtrabilità  dei  virus. 

Le  osservazioni  fin  qui  fatte  nel  mio  Istituto  si  riferiscono  spe- 
cialmente ai  virus  del  tracoma,  della  parotite  epidemica,  del  mor- 
billo (1). 

A.  —  Nel  tracoma. 

Il  Marongiu  {Sulla  filtrabilità  del  virus  tracomatoso,  Policlinico, 
sez.  Pratica,  Roma,  pag.  805,  1908)  nelle  cornee  di  un  coniglio  ino- 
culato col  filtrato  di  virus  tracomatoso  dice  :  «  si  determinò  una  lesione 
che  io  ritengo  del  massimo  interesse.  In  questo  coniglio  infatti  notai 
una  reazione  piiì  violenta  da  parte  della  cornea  accompagnata  dalla 
tumefazione  infiammatoria  della  congiuntiva  e  da  secrezione  catar 

rale  Ripetendo  l'esame  dell'epitelio  corneale  dilacerato  in 

NaCl  al  0.85  %,  dopo  otto  giorni  dall'inoculazione,  coli' illaminazione 
in  campo  oscuro,  ho  trovato  nella  maggior  parte  nelle  cellule  in  cor- 
rispondenza nel  nucleo  ed  alla  periferia  del  protoplasma  del  materiale 
appena  appena  rifrangente  che  opportunamente  osservato  si  mostrò 
di  un  aspetto  granuloso.  Prendendo  a  considerare  alcune  cellule, 
nelle  quali  questi  ammassi  granulosi  occupavano  solo  una  porzione 
del  protoplasma,  essi  apparirono  nettamente  costituiti  da  granuli  fi- 
nissimi i  quali  indubbiamente  si  mostravano  dotati  di  mobilità,  in 
quanto  che  apparivano  e  scomparivano  nel  piano  del  preparato, 
mantenendo  costantemente  fisso  il  fuoco,  senza  muovere  la  vite  mi- 
crometrica ». 

B.  —  Nella  parotite  epidemica. 

Il  Granata  {SuU'etiologia  degli  orecchioni  da  virus  filtrabile.  La  Me- 
dicina italiana,  Napoli,  n.  29-30,  1908)  dice:  «  procedendo  all'esame 
microscopico  di  lembi  di  epitelio  della  cornea  dei  conigli  inoculati  coi 
filtrati  (di  saliva)  e  mediante  l'illuminazione  in  campo  oscuro,  met- 
teva in  evidenza  attorno  al  nucleo  o  solo  da  una  parte  di  esso,  o 


(1)  Mi  riserbo  di  comunicare  quelle  sul  virus  scarlattinoso  che,  pur 
avendo  elementi  per  ritenerlo  filtrabile  fin  dal  1910,  tuttavia,  mi  è  riuscito 
sinora  difficile  (anche  perchè  occupato  in  altre  ricerche)  precisare  bene  il 
suo  comportamento  microscopico  nell'epitelio  corneale.  {Ricerche  sulla  etio- 
logia  della  scarlattina.  Soc.  Cultori  Se.  med.  e  nat  ,  Cagliari,  16  aprile  1910). 
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anche  da  un  lato  del  protoplasma  una  quantità  di  piccoli  corpiccioli 
rifrangenti,  i  quali  richiamavano,  senz'altro,  alla  mente  quelli  che  si 
osservano  nell'  infezione  vaccinica  e  vaiolosa  corneale.  Osservando  at- 
tentamente questi  corpiccioli  mi  riusciva  anche  di  scoprire  una  certà 
mobilità  da  parte  loro,  analogamente  ancora  a  quanto  si  osserva  nel 
vaccino  e  nel  vaiolo.  Indubbiamente  però  tali  corpiccioli  erano  più 
grandi  di  questi  ultimi. 

Inoculando,  d'altro  canto,  nella  cornea  i  vari  batteri  isolati  (dallo 
sputo),  nulla  di  simile  mi  riusciva  di  scoprire;  e  se  i  filtrati  di  saliva 
normale  inoculati  nello  stesso  modo  determinavano  una  particolare 
granulosità  nelle  cellule  corneali,  questa  però  era  rilevabile  a  fresco, 
osservando  i  preparati  anche  senza  obbiettivi  ad  immersione,  e  si 
mostrava  costituita  da  granuli  grossolani,  e  non  così  caratteristica- 
mente disposti  come  quelli  ottenuti  coi  filtrati  suddetti  ». 

Ed  il  Castelli  (Ricerche  sulV etiologia  della  'parotite  epidemica.  So- 
cietà Cultori,  Se.  med.  e  nat,  Cagliari,  4  giugno  1910)  per  suo  conto 
riferisce  altri  fatti  interessanti  che  riporto  testualmente. 

«  Procedetti  all'innesto  del  filtrato  (del  secreto  boccale  di  paroti- 
tici)  nella  cornea  col  metodo  del  tatuaggio.  Messe  da  parte  le  in- 
dagini in  campo  oscuro  p"r  la  circostanza  che  i  corpuscoli  rifran- 
genti sui  quali  richiamò  l'attenzione  il  Granata,  difficilmente  po- 
tevano differenziarsi  in  mezzo  a  quelle  granulazioni  che  normal- 
mente si  osservano  nelle  cellule  corneali  non  specificamente  irritate, 
ho  invece  proceduto  alla  colorazione  col  Giemsa,  seguendo  il  metodo 
già  descritto,  per  vedere  se  fosse  possibile  mettere  in  evidenza  un 
reperto  granulare  bleu  simile  a  quello  che  è  stato  osservato  e  stu- 
diato nel  vaccino,  nel  vaiolo  e  nel  tracoma. 

Benché  io  non  abbia  osservato  delle  cellule  corneali  con  grandi 
accumuli  di  granuli  bleu  costantemente  ben  definiti,  tuttavia  posso 
affermare  che:  nelle  cellule  corneali  si  può  notare  un  reperto  granu- 
lare bleu,  ove  sparso  in  determinati  territori  protoplasmatici,  ove  in 
ammassi  alla  periferia  del  protoplasma  o  da  una  parte  del  nucleo.  Si 
tratta  di  granuli  assai  piccoli,  forse  piiì  piccoli  di  quelli  vaccinici  e 
vaiolosi  e  che  non  si  ottengono  nelle  cellule  corneali  altrimenti  irri- 
tate collo  stafilococco,  col  micrococco  melitense,  collo  streptococco 
conglomerato,  ecc.  Questo  reperto  è  specialmente  bene  osservabile 
al  quarto  giorno  dal  praticato  innesto,  scompare  in  prosieguo  in  un 
termine  di  tempo  dai  10  ai  12  giorni. 

Da  ultimo,  aggiungerò,  che  con  filtrato  datante  da  40  giorni,  ho 
innestato  le  cornee  di  due  conigli  e  che  lo  stesso,  nelle  identiche 
quantità  usate  negli  esperimenti  precedenti,  ho  inoculato  sottocute 
ad  altri  due  conigli.  Non  ho  ottenuto  nelle  cellule  corneali  il  reperto 
granulare  descritto  ». 

C.  —  i\el  morbillo. 

Lo  stesso  Castelli  (Ricerche  sulla  etiologia  del  morbillo  da  virus 
filtrabile.  Boll.  Soc.  cultori  se.  med.  nat.  di  Cagliari,  1910)  ha  inocu- 
lato il  filtrato  di  secreto  boccale  di  morbillosi  nelle  cornee  di  conigli. 

«  Intanto,  egli  dice,  dal  3°  al  13°  giorno  dagli  innesti  corneali,  feci  dei 
preparati  di  cellule  per  impronta  colorandoli  secondo  la  tecnica  indi- 
cata dal  Casagrandi  per  mettere  in  evidenza  i  granulini  bleu  nelle 
cellule  corneali  inoculate  di  vaccino  e  vaiolo.  I  reperti  che  potei 
mettere  in  evidenza  fin  dal  3°  giorno  dell'  innesto,  furono  oltremodo 
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interessanti,  inquantochè  potei  osservare  degli  elementi  cellulari  cor- 
neali, i  quali  indistintamente  mostrarono  di  contenere  dei  granuli  net- 
tamente bleu  in  grande  numero  tanto  da  rappresentare  un  reperto  se 
non  identico  somigliantissimo  a  quello  che  si  osserva  nel  vaiolo  e 
nel  vaccino. 

Trovai  cellule  in  cui  questa  granulosità  bleu  rimpinzava  tutto  il 
protoplasma,  altre  cellule  invece  in  cui  essa  era  disposta  tutta  at- 
torno alla  sua  periferia  con  gittate  attorno  al  nucleo  più  o  meno 
dense  e  regolari;  cellule  infine  in  cui  tale  granulosità  si  osservava 
solo  intorno  al  nucleo. 

Eseguite  delle  esperienze  per  vedere  se  questo  reperto  granulare 
durasse  a  lungo  negli  elementi  cellulari  corneali,  ho  potuto  assodare 
che  esso  spariva  verso  il  13"  giorno,  cioè  dopo  un  numero  di  giorni 
quasi  eguale  alla  durata  della  reazione  febbrile  negli  animali  inoculati. 

Inoculati  ancora  filtrati  di  squame  nelle  cornee  di  conigli,  con  lo 
stesso  metodo  del  tatuaggio  corneale,  ottenni  lo  stesso  reperto  gra- 
nulare bleu,  dimostrabile  colorando  i  preparati  ad  impronta  col 
Giemsa.  Soltanto  esso  apparve  un  po'  più  tardivamente,  cioè  al  5*^ 
giorno  e  si  mantenne  fino  al  13°. 

Concluse  perciò  dicendo  :  «  I  filtrati  (di  materiale  prelevato  dalla 
mucosa  bucco- faringea  e  dalle  squame  cutanee  di  morbillosi)  inocu- 
lati nella  cornea  dei  conigli,  previa  lesione  dell'epitelio  coll'ago  di 
tatuaggio,  determinano  la  comparsa  di  qranulini  colorabili  in  bleu 
come  quelli  vaccinici  e  vaiolosi,  disposti  in  tutto  il  protoplasma  alla 
periferia  dello  stesso  e  del  nucleo  ». 


Capitolo  III. 

Altri  dati  sulla  specificità  dei  granuli  endocorneali 
nel  vaccino  e  nel  vaiolo. 

Ma  sonvi  altri  fatti  che  parlano  in  favore  della  specificità  dei 
granuli  vaccinici  e  vaiolosi,  gli  uni  derivanti  dal  modo  di  comportarsi 
degli  elementi  cellulari  normali  sotto  l'azione  del  virus  messo  in 
contatto  con  sieri  antivaccinici  e  antivaiolosi,  l'altro  dalla  coltiva- 
bilità del  virus  nei  leucociti,  il  terzo  dal  modo  di  comportarsi  del 
virus  sotto  l'azione  di  diverse  sostanze  chimiche. 

A.  —  Comportamento  del  virus  vaccinico  e  vaioloso 
nell'occbio  dei  conigli  sotto  l'azione  di  sieri  specifici. 

Le  prime  ricerche  ad  esser  pubblicate  al  riguardo,  sono  quelle  del 
Volpino  e  riguardano  il  virus  vaccinico  (Riv.  Igiene  1907). 

Volpino  si  servi  di  siero  di  conigli  inoculati  prima  per  via  sotto- 
cutanea, poi  per  via  endovenosa  di  linfa  vaccinica  diluita  e  riscaldata 
a  50°.  Del  siero,  inattivato  per  un'  ora  a  56°,  provò  l'azione  in 
confronto  con  quella  di  un  siero  normale  inattivato  di  coniglio, 
sui  corpuscoli  mobili  del  vaccino  e  su  quelli  dei  leucociti  della  saliva. 
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Egli  ritrovò,  facendo  le  esperienze  sotto  al  campo  microscopico 
in  campo  oscuro,  che  il  movimento  dei  granuli  già  dall'  inizio  dell'os- 
servazione molto  più  limitato  per  ampiezza  di  escursione  di  quello 
che  si  osserva  nei  preparati  allestiti  in  semplice  soluzione  fisiolo- 
gica, dopo  10-15  minuti  va  spiccatamente  rallentando  fino  a  che, 
dopo  circa  una  mezz'  ora  esso  è  completamente  soppresso  in  tutte  le 
cellule.  Nei  controlli  non  verificò  alcun  che  di  simile.  Concluse  quindi 
col  dire  che  il  siero  antivaccinico  dimostra  delle  proprietà  immobiliz- 
zanti specifiche  sui  granuli  mobili  del  vaccino,  e  che  la  sostanza  che 
determina  il  fenomeno,  nel  siero  in  parola,  è  termostabile:  è  cioè  una 
immobilizzina  specifica. 

Noto  che  i  corpuscoli  mobili  {Atti  Soc.  Ital.  di  Patologia  Modena, 
1909,  pag.  83)  sarebbero,  secondo  Volpino,  influenzati  anche  dal  siero 
di  animali  con  infezione  vaccinica  e  vaiolosa. 

Per  mio  conto  feci  eseguire  al  dott.  Ruggiu  nel  mio  Istituto  ana- 
loghe ricerche  inoculando  nella  cornea  dei  conigli,  virus  vaccinico 
filtrato  tenuto  per  tre  giorni  in  contatto  con  siero  di  cane  ripetuta- 
mente inoculato  con  vaccino  per  la  via  sottocutanea,  endoperitoneale, 
e  con  le  dovute  precauzioni  nelle  vene,  precedentemente  diluito,  pe- 
stato, filtrato  alla  carta  e  depurato  col  metodo  del  Green.  Tali  ri- 
cerche ripetei  ancora  io  stesso. 

Noto  che  le  cornee  si  opacarono  semplicemente  senza  presentare 
punti  ulcerativi  e  che  i  preparati  microscopici  eseguiti  su  preparati 
ad  impronta  fissati  coll'alcool  metilico  e  colorati  col  liquido  di  Giemsa, 
secondo  la  metodica  indicata  alla  fine  del  presente  lavoro,  rivelarono 
nelle  cellule  gli  stessi  reperti  che  si  notano  nelle  stesse  irritate  con 
altri  materiali,  come,  per  esempio,  collo  stafilococco  p.  aureo  ucciso 
col  calore.  Il  protoplasma  cioè  si  presentava  massivamente  e  finissi- 
mamente granuloso  con  il  nucleo  con  evidenti  fatti  di  carioressi  e 
cariolisi,  per  cui  si  osservavano  nelle  cellule  granuli  rossi  o  rosso 
lilla  (1)  di  notevoli  dimensioni  in  derivazione  del  nucleo.  Si  notarono 
alcune  di  queste  granulazioni,  le  grosse,  circondate  da  un  alone 
chiaro,  le  quali  avevano  la  stessa  tonalità  di  colorazione  del  nucleo: 
tali  corpi  coesistevano  sempre  a  nuclei  in  carioressi.  Nessuna  traccia 
del  reperto  granulare  bleu  caratteristico  ad  ammassi  semilunari  at- 
torno al  nucleo  o  alla  periferia  o  nello  spessore  del  protoplasma. 

Evidentemente  sotto  l'azione  del  siero  il  virus  vaccinico  veniva  a 
perdere  la  proprietà  di  produrre  il  reperto  granulare  caratteristico 
nelle  cellule  corneaii  (2). 

(1)  Su  questa  granulosità  roseo- lilla  fermò  particolarmente  l'attenzione 
il  dott.  Ruggiu  che  trovò  sparsa  e  fina  e  bene  individualizzata  dalla 
restante  massa  cellulare  e  che  lo  condusse  ad  ammettere  che  sotto  l'azione 
dei  sieri  immunizzanti,  il  virus  vaccinale  innestato  nella  cornea  uon  de 
termina  la  formazione  di  granuli  che  si  colorano  in  bleu,  ma  di  granuli 
che  tendono  invece  alla  colorabilità  rosea-lilla. 

(2)  Ho  eseguito  da  poco  analoghe  ricerche  con  materiale  vaioloso  umano 
e  siero  di  cane  immunizzato  verso  il  vaccino  e  verso  il  vaiolo  con  iden- 
tico risultato.  (Aggiunta  fatta  dopo  espletato  il  presente  lavoro). 
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B.  —  Coltivabilità  dei  granuli  vacciuali  entro  i  leucociti. 

Evidentemente  la  specificità  dei  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  sa- 
rebbe dimostrata  luminosamente  anche  per  coloro  che  non  ne  traggono 
la  convinzione  dai  fatti,  fin'oggi  messi  in  luce,  che  pur  sono  già  tanti, 
qualora  si  potessero  ottenere  colture  pure  in  vitro  di  questi  elementi. 

Purtroppo  però  i  tentativi  sin  qui  fatti  si  possono  ritenere  nega- 
tivi, non  essendoci  dati  sufficienti  per  ammettere  che  le  colture  ot- 
tenute rispondano  veramente  al  concetto  di  colture  su  mezzi  artifi- 
ciali, come  siamo  abituati  a  considerarle  per  rispetto  ai  batteri. 

Tuttavia,  io  sono  riuscito  a  coltivare  il  virus  nei  leucociti  e  a  tro- 
vare quindi  in  queste  cellule  i  granuli  mobili  osservabili  nelle  cellule 
corneali  dei  conigli  inficiate  di  virus  vaccinico  e  vaioloso.  {Boll.  Soc. 
Cultori  Se.  med.  e  nat.,  Cagliari,  16  aprile  1910). 

Ho  eseguito  delle  esperienze  con  diverse  modalità  aggiungendo 
leucociti  sterili  a  filtrato  ottenuto  attraverso  Berkefeld  W  di  vaccino 
ben  tritato  e  diluito  con  una  miscela  citro-sodica. 

Prendendo  in  esame  i  leucociti  aggiunti  dopo  svariato  tempo,  ho 
costantemente  ritrovato  in  essi,  osservando  in  campo  oscuro,  granuli 
i  quali  si  comportavano  per  grandezza,  forma  e  mobilità  come  i  gra- 
nuli vaccinici  e  vaiolosi  della  cheratite  vaccinale  e  vaiolosa  ;  c^si 
erano  anche  con  adatta  modalità  tecnica  colorabili  in  bleu  col  Giemsa. 

Escludo  ogni  possibile  confusione  con  le  granulazioni  leucocitarie: 
nei  leucociti  in  preda  a  intensi  fenomeni  di  autolisi,  dopo  12  14  giorni: 
dalla  loro  aggiunta  nei  filtrati,  non  si  scorgono  che  i  fini  granuli  vacci- 
nali, mentre  nei  controlli  rappresentati  da  leucociti  tenuti  nella  stessa 
miscela  citro-sodica  ma  priva  di  virus,  questo  reperto  manca  del  tutto. 

Aggiungo  ancora  che  i  leucociti  contenenti  il  virus,  ripetutamente 
lavati  in  NaCl  al  0,85  %,  hanno  costantemente  prodotto  la  cheratite 
guarneriana  negli  occhi  dei  conigli;  che  gli  stessi,  mentre  seminati 
integri  hanno  prodotto  sulla  cute  dei  conigli  una  papulo-pustolosi 
limitata  a  determinati  punti,  disgregati  per  mezzo  della  triturazione, 
l'hanno  prodotta  diffusa,  mantenendo  ben  s'intende  uguale  nell'un 
caso  e  nell'altro  la  quantità  del  materiale  inoculato. 

Infine  1'  ultima  acqua  di  lavaggio  dei  leucociti  anche  concen- 
trata fino  a  ridurla  da  dieci  cmc.  ad  uno,  non  ha  prodotto  che  una 
sola  volta  su  nove,  la  cheratite  guarneriana  macroscopica  e  tre  volte 
su  nove  dei  focolai  citorictici,  limitati  però  ad  un  numero  sparuto 
di  cellule,  mentre  leucociti,  disgregati  o  no,  inoculati  sulla  cornea  dei 
conigli,  hanno  prodotto  costantemente  la  cheratite  euarneriana  con 
numerosi  focolai  citorictici. 

G.  —  Comportamento  dei  granuli  vaccinati  di  fronte  ad  alcuni 

agenti  chimici. 

Anche  queste  ricerche  sono  state  messe  in  chiaro  dal  Volpino 
{Riv.  Ig.  e  San.  pubb.,  1908). 

Egli  sperimentò  l'acido  acetico,  l'acido  osmico,  il  Sudan  III,  la 
soluzione  iodo-iodurata,  il  taurocolato  di  sodio,  la  bile. 
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L'acido  acetico  diluito  determinò  una  rapida  fuoriuscita  dei  cor- 
puscoli o  la  loro  immobilizzazione  senza  scioglierli,  ciò  che  invece 
accadde  pei  granuli  mobili  dei  leucociti. 

L'  acido  osmico  non  li  tinse  in  nero  ;  il  Sudan  IH  li  lasciò  sco- 
lorati, la  soluzione  iodo  iodurata  li  colorò  forse  pallidamente  in 
giallo  e  tutte  e  tre  li  immobilizzarono  e  fecero  fuoriuscire  dalle  cel- 
lule. 

Concluse  quindi  FA.,  dicendo  che  i  corpuscoli  in  parola  non  hanno 
il  comportamento,  nè  di  semplici  granuli  albuminosi,  nè  di  gocciole  di 
grasso,  nè  di  granuli  di  glicogene. 

Che  essi  non  fossero  dei  lipoidi  oltre  al  fatto  di  non  essersi  colo- 
rati con  l'acido  osmico  e  col  Sudan  III,  secondo  Volpino,  sta  quello 
di  rimanere  colorabili  nei  preparati  a  secco  dopo  trattamento  con 
l'alcool  e  l'etere;  ciò  che  però  non  vuol  dire  non  contengano  dei  li- 
poidi dacché  il  taurocolato  di  Svodio  al  10  %  e  la  bile  li  immobilizza, 
li  agglomera,  li  altera  nel  loro  aspetto  e  li  rende  difficilmente  colo- 
rabili nei  preparati  fissati. 

Sotto  l'azione  del  taurocolato  di  sodio  e  della  bile,  notò  inoltre 
il  Volpino  che  la  virulenza  dei  frustoli  corneali  dopo  mezz'ora  o  è 
del  tutto  soppressa  così  da  restare  senza  effetto  gli  innesti  sulle 
cornee  di  altri  conigli  o  è  assai  fortemente  diminuita  così  da  non 
dare  che  una  reazione  limitatissima;  per  cui  egli  affermò  che  l'im- 
mobilizzazione e  il  danneggiamento  di  questi  corpuscoli,  prodotti  dai 
reattivi  citati,  vanno  di  pari  passo  con  la  perdita  o  la  diminuzione 
forte  dell'attività  infettante  del  virus  vaccinico. 

Per  mio  conto  ho  eseguito  delle  ricerche  su  filtrati  di  virus  vac- 
cinico ottenuti  attraverso  le  Berkefeld  W,  concentrati  nel  vuoto  a 
temperatura  ordinaria,  ai  quali  filtrati  aggiunsi  del  taurocolato  di 
sodio  in  modo  da  farne  una  soluzione  al  10  %  e  coi  medesimi  pro- 
cedetti ad  innesti  nelle  cornee  nei  coniali  in  controllo  con  gli  stessi 
filtrati  concentrati  non  aggiunti  di  taurocolato  di  sodio. 

L'esame  di  lembi  epiteliali  eseguito  in  campo  oscuro,  anche  dopo 
5  minuti  dall'azione  del  taurocolato  di  sodio,  non  mi  permise  di  notare 
la  presenza  di  granuli  mobili  nelle  cellule  corneali  ;  i  preparati  a  secco 
colorati  col  Giemsa,  del  pari  non  mi  permisero  di  scoprire  la  caratte- 
ristica granulazione  bleu  nelle  cellule.  Il  reperto  microscopico  fu  pa- 
ragonabile a  quello  osservato  nelle  cellule  corneali  irritate  con  la 
tripsina  diluita.  I  controlli  invece  presentarono  i  noti  granuli  del 
Volpino  sia  a  fresco  sia  nei  preparati  colorati.  In  altri  termini  io 
trovai  che  il  virus  vaccinico,  esistente  nei  filtrati,  è  distrutto  dal  tau- 
rocolato di  sodio  al  10  %,  dopo  5  minuti  dalla  sua  azione. 

Intanto  qui  è  il  caso  di  aggiungere  che  il  Volpino  sperimentando 
sui  frustoli  corneali,  aveva  trovato  che  il  fenomeno  della  scomparsa 
totale  della  virulenza  non  era  costante  sotto  l'azione  del  taurocolato 
e  della  biie  al  10  %  e  ne  aveva  dedotto  la  possibilità  che  le  dette 
soluzioni  agissero  gradatamente  spegnendo  la  virulenza  dell'agente 
eziologico  del  vaccino,  agendo  tuttavia  uniformemente  sopra  forme 
tutte  eguali  e  di  identica  resistenza. 
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Ora  si  potrebbe  dedurre  che  tale  sia  realmente  il  comportamento 
del  virus,  quando  esso  è  indovato  entro  le  cellule,  mentre  libero  nei 
filtrati,  in  modo  che  ogni  germe  possa  venire  nell'identico  momento 
aggredito  dall'agente  virulicida,  l'azione  di  questo  non  si  espleti  più 
gradualmente  ma  immediatamente  su  tutte  le  forme. 

Ma  il  Volpino  dalle  sue  esperienze  crede  possibile  anche  derivare 
un'altra  spiegazione  cioè  che  l'agente  eziologico  non  risulti  di  forme 
tutti  uguali,  cioè  che  accanto  a  forme  di  poca  resistenza  ve  ne  siano 
altre  dotate  di  resistenza  maggiore,  sulle  prime  delle  quali  la  bile  e 
il  taurocolato  di  sodio  agirebbero  più  prontamente. 

Ora,  data  questa  possibilità,  le  mie  ricerche  porterebbero  ad  am- 
mettere che  le  forme  del  virus  le  quali  passano  attraverso  le  candele 
siano  tutte  rappresentate  da  quelle  meno  resistenti,  ciò  che  collima 
con  quanto  io  ebbi  già  a  far  presente  nelle  mie  indagini  «  SuU'Etio- 
logia  del  vaiolo  »  {Ann.  Igiene,  1910)  circa  l'ipotesi  di  due  stadi  del 
virus,  lo  stadio  atto  a  mantenere  l'infezione  nel  quale  il  virus  sarebbe 
filtrabile  e  anche  meno  resistente  e  lo  stadio  atto  a  mantenere  la 
specie,  nel  quale  il  virus  non  sarebbe  filtrabile  e  anche  più  resistente. 

*  * 

I  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  che  si  osservano  mobili  entro  le  cel- 
lule corneali,  osservandole  in  campo  oscuro  con  determinati  dispositivi 
ottici,  e  che  si  colorano  in  bleu  nelle  stesse  cellule  corneali  colorate  col 
Giemsa,  previa  fissazione  con  diversi  fissatori  tra  cui  principalmente 
con  gli  alcool,  sono  dunque  specifici  delle  rispettive  infezioni  e  a 
mio  avviso  ritenga  rappresentino  i  rispettivi  virus. 

Volerli  ritenere  effetto  di  particolari  modificazioni  subite  dalle  cel- 
lule colpite  dall'infezione  non  è  sostenibile  perchè,  comunque  altri- 
menti irritate,  le  cellule  corneali  non  presentano  alcun  reperto  che  vi 
si  avvicini,  salvo,  forse,  non  si  tratti  di  cellule  corneali  che  abbiano 
subito  l'azione  di  certi  altri  virus  filtrabili. 

II  sospetto  emesso  dal  Paschen  che  si  tratti  di  lesioni  cellulari 
operate  da  tossine,  non  ha  il  benché  minimo  fondamento  di  verità 
ed  è  contraddetto  da  tutti  gli  esperimenti  eseguiti  con  tossine  bat- 
teriche. Dice  del  resto  ben  giustamente  il  Volpino  {Revue  du  vaccine, 
pag.  313,  1912).  «  M.  Paschen  dit  maintenant  que  mes  corpuscules, 
étant  dans  l'intérieur  des  cellules,  peuvent  bien  étre  le  produit  d'une 
toxine  soluble.  Mais,  pourquoi,  en  tout  cas,  cette  objection  ne  pour- 
rait-elle  pas  étre  bonne  aussi  pour  les  granulations  qu'on  volt  dans 
la  lymphe?  (1). 


(1)  Non  credo  superfluo  far  presente  che  la  Commissione  giudicatrice 
per  il  premio  Gagnola  a  proposito  del  lavoro  del  Volpino  sui  fini  granuli 
mobili  si  espresse  in  questo  modo: 

«  Tale  condizione  patologica  del  protoplasma,  lo  stato  di  tumefazione 
delle  cellule  epiteliali,  non  potrebbe  da  sola  spiegare  il  reperto  e  la  pre- 
senza di  particelle  Snissime  di  protoplasma  alterato  m  preda  a  veri  mo- 
vimenti dell'interno  dell'elemento  rigonfiato  ed  idropico  ? 

«  Questo  dubbio  non  viene  rimosso  dalle  ricerche  di  controllo  eseguite 
dall'autore  sulle  cellule  corneali  sottoposte  ad  altre  influenze  nocive,  in 
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Si  tratta  di  corpuscoli  rotondi  o  rotondeggianti  (1)  mobilissimi 
grandi  tra  Vio  e  ^/lo  di  [jl,  in  ammassai  spesso  enormi,  clie  possono 
aumentare  di  grandezza,  spostarsi  da  un  punto  all'altro  della  cellula, 
dare  origine  ad  ammassi  iìg!!,  capaci  forse  ciascuno,  a  giudicare  dalie 
forme  accoppiate,  di  dividersi. 

Ciascun  corpuscolo  è  dotato  di  un  movimento  così  vivace  e  parti- 
colare da  produrre  l'impressione  che  vada  al  di  là  de!  movimento 
browniano,  e  questo  movimento  è  arrestato  dagli  antlsieri  e  da  so- 
stanze ctiimiclìe  particolari. 

Non  si  tratta  di  corpuscoli  clie  abbiano  la  reazione  del  glucosio, 
del  grasso,  di  granuli  di  glicogene,  che  abbiano  i!  comportamento 
dei  granuli  mobili  dei  leucociti. 

Si  possono  arricchire  in  vitro  nelle  cellule  corneali  e  osservare  in- 
vadere cellule  sane,  nonché  coltivare  nei  leucociti  sterili,  aggiunti  a 
filtrati  uguameute  sterili,  che  contengono  il  virus. 

Non  si  riottengono  nelle  cellule  che  coi  virus  vaccinico  e  vaioloso 
e  forse  con  certi  altri  virus  tiltrabili. 

Perchè  non  dovrebbero  rappresentare  il  virus  entro  le  cellule  ?  o  per 
lo  meno  una  fase  dello  stesso  ?  E  se  non  lo  rappresentassero  quale  sa- 
rebbe il  virus  endocellulare?  I  soli  Citoryctes  ?  I  soli  corpuscoli  iniziali  ? 

Ma  in  tal  caso,  come  si  spiegherebbe  la  possibilità  di  incontrare 
cellule  che  contengono  ammassi  enormi  di  corpuscoli  mobili  e  non 
Citoryctes  e  tanto  meno  corpuscoli  iniziali? 


quanto  non  risulta  chiaro  di  quale  natura  sia  l'alterazione  delia  cellula 
lesa  e  come  essa  si  presenti  in  questi  altri  processi  ». 

La  risposta  a  qup-sto  quesito  viene  oggi  data  dalle  mie  ricerche  che  ho 
riportate  derivanti  dalla  lettura  sia  di  preparati  a  fresco  che  di  preparati 
colorati.  In  nessun  caso  si  può,  la  fine  granulosità  che  si  osserva  nelle 
cellule  sottoposte  alle  più  svariate  influenze,  ritenere  rispondere  ai  granuli 
vaccinali  e  vaiolosi. 

La  stessa  Commissione  vorrebbe  anche  anche  fossero  stato  eseguite 
più  ampie  ricerche  di  controllo  in  cellule  di  altri  tessuti,  non  già  in  con- 
dizioni normali,  ma  in  condizioni  patologiche  diverse,  e  ciò  per  escludere 
il  possibile  dubbio  che  il  reperto  della  cornea  vaccinata  pur  presentan- 
dosi negli  elementi  di  questo  organo  soltanto  nell'infezione  vaccinica,  sia 
tuttavia  un'alterazione  che  nel  protoplasma  delle  cellule  di  altri  organi  si 
può  presentare  per  cause  diverse.  (Ist.  lomb.  se.  lettere,  voi.  XLII,  fa- 
scicolo XX,  1908). 

Tali  controlli  sono  estremamente  difficili  a  farsi;  comunque  posso  dire 
che  nel  rene  sottoposto  a  vari  maltrattamenti,  i  granuli  non  si  trovano: 
vi  sono  però  se  si  inocula  il  virus  vaccinico,  il  quale  nella  forma  granu- 
losa mobile  è  anche  dimostrabile  nei  leucociti  nei  quali  ho  persino  ra- 
gione di  credere  possa  moltiplicarsi  come  ho  riferito  più  inilietro.  (Sulla 
coltivabilità  del  virus  vaccinico  nei  leucociti.  Soo.  Cultori  delle  Se.  med.  e 
nat.,  Cagliari,  16  aprile  1910). 

(1)  Rappresentato  dai  corpuscoli  mobili,  i  virus  vaccinico  e  vaioloso 
dobbiamo  morfologicamente  considerarli  come  massoline  sferiche  o  forse 
alquanto  allungate  (secondo  Volpino  ogni  massolina  sarebbe  più  lunga 
che  larga),  quindi  rotondeggianti. 

Trattandosi  di  esseri  così  piccoli  (tra  Vio  ©  Vro  di  u)  l'incertezza  sulla 
forma  rotonda  o  rotondeggiante  è  perfettamente  spiegabile,  tanto  più  che 
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Certo  essi  hanno  indubbiamente  dei  rapporti  coi  primi  e  con  i  se- 
condi, come  ho  già  in  altro  lavoro  indicato;  ma,  per  intanto,  a  mio 
avviso  è  innegabile  che  costituiscono  il  reperto  cho  concilia  in  una  ma- 
niera mirabile  la  nota  proprietà  infettante  della  linfa  vaccinica  anche 
diluì tissima,  proprietà  che  sta  in  rapporto  indubitato  con  un  enorme 
numero  di  germi  nella  linfa  stessa  e  quindi  certamente  non  mai  con  il 
numero  dei  Citorycles  e  tanto  meno  poi  con  quello  dei  corpuscoli 
iniziali. 

Io  non  ho  potuto  precisare  di  quanti  corpuscoli  mobili  in  media 
sia  costituito  ogni  ammasso  endocellulare,  ma  non  credo  di  errare 
dicendo  che  in  ana  cellula  ve  ne  possono  essere  anche  delle  mighaia 
e  che  un  ammasso  di  una  cellula  infetta  al  quarto  giorno  dall'avvenuta 
inoculazione  ne  racchiude  un  centinaio  almeno. 


queste  osservazioni  sulla  forma  non  sono  realmente  bene  fattibili  che  in 
preparati  a  fresco  ed  m  campo  oscuro. 

Ulteriori  ricerche  sulla  morfologia  di  questi  virus  si  rendono  neces- 
sarie, giacché  potrebbe  darsi  che  ciò  che  si  vede  non  fosse  tutto  il  corpu- 
scolo. Io  ho  già  avuto  il  sospetto  dall'esistenza  attorno  a  ciascun  corpu- 
scolo di  un  alone;  l'eccessiva  mobilità  dei  corpuscoli  fa  persino  sorgere  il 
dubbio  che  abbiano  qualche  organo  di  locomozione,  dubbio  però  in  nessun 
modo  sorretto  dalle  ricerche  finora  fatte. 

Provi^azeck  ha  fatto  recentemente  dei  tentativi  per  misurare  la  massa 
dei  corpuscoli  attivi  {Weitere  Unt.  ù.  das  vaccinevirus.  Centr.  f.  Bact., 
I  Abt ,  O.  Bd.  56,  p.  43)  le  quali  non  sono  però  complete. 

Recenti  osservazioni  del  De  Rossi  SulV  interpretazione  di  forme  mi- 
croscopiche che  si  possono  mettere  in  evidenza  nei  virus  filtrabili  (Soc,  tos. 
Igiene,  1910,  Rif.  in  ]g.  mod.,  1910,  p  462)  avrebbero  nei  filtrati  di  virus 
di  peste  avaria  condotto  a  trovare,  col  suo  metodo  di  colorazione  delle 
ciglia  dei  batteri,  delle  forme  numerose  assai  simili  ai  vibrioni. 

Inoltre  il  Paschen  a  suo  tempo  parlò  di  forme  flagellate  nella  linfa  vac- 
cinica colorandole  col  Giemsa  previa  fissazione  con  alcool  assoluto  (Waa 
wissen  wir  iiber  den  Vakzineerreger?  Munch.  med.  Woch.,  1906). 

Nè  va  dimenticato  che  Bordet  (Soc.  d.  Se.  nat.  et  méd.,  Biuxelles, 
nov.  1909)  colorando  col  Giemsa  colture  del  virus  peripneumonico  trovò 
forme  vibrioniche  e  spiriilari,  e  che  Borre!  Microbes  dits  invisibles  et  sur- 
coloration,  C.  R.  Soc.  BioL.  Tome  II,  pag.  774,  l?'09)  col  metodo  del  Loffler 
(già  da  lui  usato  per  i  virus  del  mollusco  contagioso,  dell'epitelioma  con- 
tagioso degli  uccelli,  del  vaiolo  delle  pecore  e  preconizzato  come  metodo 
molto  adatto  per  lo  studio  dei  germi  ancora  invisibili)  ha  confermato  per 
il  virus  peripneumonico  un  polimorfismo  straordinario  il  quale  egli  dice 
«  nous  éloigne  de  l'interprétation  de  Bordet  ». 

Recentemente  poi  Belin  (Revue  inter.  de  la  vaccine,  1912,  voi.  III,  pag.  128) 
oltre  a  forme  ultramicroscopiche  descrive  delle  forme  microscopiche  e  delle 
cellules-souches  da  cui  si  originerebbero  dei  filamenti  o  flagelli  che  possono 
anche  separarsi  dagli  elementi  da  cui  si  -derivano  e  restare  liberi.  Questi 
flagelli  presenterebbero  spes?o  all'estremo  un  corpuscolo  simile  ai  corpu- 
scoli ultramicoscopici.  Non  insisto  su  questi  particolari  ;  solo,  per  ora, 
aggiungo  che  occorre  arricchirli  di  controlli,  irritando  la  cornea  con  ma- 
teriali non  specifici:  molte  forme  dagli  Autori  diversi  fatte  entrare  nel 
ciclo  del  virus  vaccinico  e  vaioloso,  si  conviceranno,  quelli  stessi  che  le 
hanno  segnalate,  non  esser  affatto  specifiche  nè  dei  vaccino  nè  del 
vaiolo. 
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PARTE  TERZA. 

Visibilità  «  in  vivo  »  e  colorabilità  dei  granuli  vaccinici 

e  vaiolosi. 

Capitolo  I. 
Visibilità  dei  granuli  «  in  vivo  ». 

I  granuli  vaccinici  in  vivo  sono  stati,  come  abbiamo  veduto,  la 
prima  volta,  osservati  dal  Volpino  in  campo  oscuro  entro  le  cellule 
corneali  dei  conigli  inficiati  di  virus;  quelli  vaiolosi  sono  stati  osser- 
vati, del  pari,  in  campo  oscuro  per  primo,  da  me,  negli  stessi  elementi 
cellulari  inficiati  di  virus  vaioloso  umano  filtrato  attraverso  le  Ber- 
kefeld  W. 

Vediamo  ora  in  quali  particolari  condizioni  ci  si  debba  mettere 
per  poter  osservare  questi  reperti  a  fresco. 

Premetto  che  il  materiale  il  quale  si  presta  meglio  è  fornito  dalle 
cellule  corneali  dei  conigli  infette  dal  virus,  adatte  appunto  per  la 
loro  poca  rifrangenza  massiva,  per  la  facilità  di  ottenerle  infette  in 
gran  numero,  per  la  possibilità  di  poterle  abradere  a  lembetti  e  al- 
lestire dei  preparati,  in  cloruro  sodico  al  0.85  %,  relativamente  po- 
veri di  altri  materiali  che  ingombrino  il  campo  microscopico. 

A.  —  Procediuieutì  atti  ad  ottenere  le  cellule  corneali  infette. 

Ho  provato  il  metodo  delle  punture,  delle  sacche,  e  delle  scarificazioni 
con  risultati  positivi  per  tutti  e  tre.  Ma  il  migliore  procedimento  per 
lo  scopo  di  far  i  preparati  da  osservarsi  in  campo  oscuro  è  quello 
delle  scarificazioni  usato  anche  dal  Volpino,  e  quello  del  tatuaggio 
corneale,  da  me  proposto,  limitato  a  determinati  territori  corneali 
in  modo  da  poter  scegliere  i  punti  lesi  con  una  lancetta  taglientis- 
sima  e  abbradere  dei  piccoli  tratti  di  epitelio  per  metterli  sotto  al 
campo  microscopico. 

I  frammentini  di  epitelio,  se  grandi,  è  sempre  meglio  dilacerarli 
alquanto,  andando  molto  cauti  in  questa  manovra  essendo  assai  fa- 
cile che  i  granuli  fuoriescano.  La  dilacerazione  va  fatta  tenendo 
immersi  i  pezzetti  di  epitelio  in  cloruro  sodico  al  0.85  %  (il  Volpino 
ha  anche  adoperato  l'umore  acqueo  del  coniglio).  Quando  la  prepa- 
razione è  pronta  si  copre  con  portoggetti  e  si  luta  con  vasellina  o 
paraffina  o  meglio  addirittura  come  io  faccio  con  mastice  di  Ar- 
chanson. 
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Si  passa  quindi  ad  osservare  il  materiale,  esaminando  i  frammenti 
in  corrispondenza  del  bordo  della  palizzata  epiteliale  fino  a  trovare 
le  cellule  infette,  nelle  quali  si  possono  rinvenire  i  granuli  mobili  fino 
dalla  prima  giornata  dall'innesto;  sebbene  sia  meglio  rimettere  lari- 
cerca  alla  terza  giornata  od  anche  alla  4*  o  5*,  quando  non  si  sia  an- 
cora provetti  nella  loro  ricerca.  In  quest'epoca  è  anche  piiì  facile  no- 
tare cellule  idropiche  nelle  quali  si  vedono  danzanti  vorticosamente 
masse  di  granuli.  Si  può  anche  conservare  la  preparazione  e  osser- 
varla dopo  vari  giorni,  quando  si  staccano  delle  bolle  dalle  cellule 
infette.  Entro  queste  bolle  o  prima  ohe  si  stacchino  o  dopo  staccate 
non  mancano  i  granuli  mobili. 

Il  Volpino  a  questo  modo  potè  infatti  scoprire  una  migrazione 
dei  granuli  da  cellula  a  cellula. 


B.  —  Metodi  di  indagine  microscopica  in  campo  oscuro. 

I.  —  Procedimenti  del  Volpino. 

Quanto  ai  metodi  di  indagine  microscopica  non  esistono  che  le 
osservazioni  del  Volpino  e  le  mie  non  potendo  tener  conto  di  quelle 
del  Paschen  che  dice  di  aver  fatte  osservazioni  in  campo  oscuro,  per- 
chè eseguite  sopra  un  materiale  ricco  dei  più  diversi  elementi  cor- 
puscolari, la  linfa  vaccinica,  e  di  avervi  notato  corpuscoli  grandi  y-  0,5 
{Mundi.  Med.  Woch.,  21  nov.  1907),  senza  riferire  come  abbia  ottenuto 
questo  campo  oscuro,  il  che,  come  vedremo,  non  è  indifferente  per  la 
buona  visibilità  dei  granuli. 

Ecco  come  Volpino  riferisce  il  procedimento  usato  {Riv.  Igiene  1907). 

«  Prendevo  della  cornea  infetta  piccolissimi  lembi  epiteliali,  ra- 
schiando sovr'essa  con  la  lama  d'un  bisturi;  li  depositavo  poi  sul 
vetro  portaoggetti  in  una  goccia  di  soluzione  fisiologica  di  cloruro 
di  sodio  od  eventualmente  anche  in  una  goccia  di  umor  acqueo  del 
coniglio..  Occorrendo,  con  gli  aghi  dilaceravo  questi  lembetti  per  avere 
cellule  isolate,  o  piiì  piccoli  territori  cellulari  dove  la  ricerca  fosse 
stata  facile.  Coprivo  poi  con  un  vetrino  e  sottoponevo  all'esame. 
L'illuminazione  in  campo  oscuro  è  ottenuta  con  l'interposizione  sotto 
al  comune  condensatore  di  un  diaframma  a  fondo  cieco  di  2  cm.  ^ 
di  diametro;  oppure  anche,  adoperando  un  condensatore  a  due  lenti 
(Koristkn)  ed  interponendo  un  dischetto  centrale  di  carta  nera  fra 
la  lente  superiore  e  l'inferiore  dello  stesso  condensatore. 

Come  sorgente  luminosa  ho  trovato  che  la  migliore  è  una  buona 
lampada  a  gas  ad  incandescenza.  Infatti  con  essa  ottenni  con  un 
semplice  schermo  forato,  interposto  fra  la  sorgente  luminosa  ed  il 
microscopio,  un  buon  fascio  di  raggi,  che  viene  ad  investire  comple- 
tamente lo  specchio  del  microscopio,  lasciando  al  buio  il  tavolino  del 
microscopio  stesso.  Il  sistema  di  lenti  adoperato  era  abitualmente 
l'obbiettivo  5  di  Koristka  e  l'oculare  compensatore  12  o  18. 

Con  questo  metodo,  nei  preparati  a  fresco  di  epitelio  corneale  nor- 
male (allestiti  per  semplice  raschiamento  o  dilacerazione  in  una  goccia 
di  soluz.  fisiologica)  gli  elementi  cellulari  dell'epitelio  stesso,  spiccano 
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sul  fondo  nero  per  le  linee  luminose  dei  loro  contorni,  mentre  il 
protoplasma  è  appena  debolmente  illuminato,  talora  completamente 
all'oscuro  e  del  nucleo  risalta  sopra  tutto  per  la  luce  più  intensa,  ìa 
membrana.  Qualche  volta  però  il  protoplasma,  od  eventualmente 
anche  il  nucleo  contengono  dei  granuli  o  delle  particelle  più  o  meno 
splendenti  e  voluminose  e  perfettamente  immobili. 

Ben  diverso  è  invece  il  quadro,  se  si  esamina  con  lo  stesso  me- 
todo dell'epitelio  tolto  da  una  cornea  di  coniglio  infetta  di  vaccino. 
Molte  cellule  appaiono  più  grosse  del  normale  ;  spesso  anche  più  ro- 
tondeggianti, ed  un  gran  numero  di  esse,  specialmente  se  il  mate- 
riale fu  tolto  dalla  cornea  dalla  40'  alla  70^  ora  dopo  l'epoca  del- 
l'innesto, racchiudono  nel  loro  interno  una  quantità  più  o  meno 
grande,  ma  sempre  notevolissima  di  fini  corpuscoli,  i  quali  si  muo- 
vono con  grande  rapidità. 

Ciò  che  colpisce  subito  l'osservatore  è  la  piccolezza  estrema  ed 
uniforme  di  questi  elementi  mobili,  il  carattere  del  movimento,  la 
loro  luminosità  speciale,  la  quantità  e  la  disposizione  nell'interno 
delle  cellule  e  nel  preparato  microscopico  ». 

Questo  metodo  serve  benissimo  per  osservare  nei  preparati  di 
cornee  vaccinate  o  vaiolizzate  i  granuli  mobili. 

Alla  sua  straordinaria  semplicità,  essendo  alla  portata  di  chiunque  , 
abbia  un  microscopio,  non  risponde  però  quella  applicazione  che  è 
inerente  alle  sua  stessa  semplicità,  perchè  molti  anche  provetti  abi- 
tuati alle  microscopiche  pure  avendo  sotto  il  campo  cellule  infette 
di  granuli,  non  li  scoprono.  Basta  loro  però  indicarli  una  sola  volta 
perchè  il  reperto  attragga  subito  la  loro  attenzione  e  diventino  pro- 
vetti nel  riconoscerlo. 

Sia  l'ingrandimento  cui  si  osservano  i  granuli  col  metodo  di  Vol- 
pino piuttosto  piccolo  (428-642  diametri)  sia  l'illuminazione  del  campo 
relativamente  debole,  sia  la  luminosità  dei  granuli  debole,  certo  si  è 
che,  la  prima  volta,  il  reperto  sfugge  ai  più. 

Utilizzando  questo  procedimento,  tanto  alla  mano,  consiglio  di 
cercare  le  cellule  più  periferiche  della  palizzata  epiteliale  che  si  os- 
serva, fissar  l'attenzione  su  quelle  che  presentano  nell'interno  che  è 
oscuro,  qualche  massa  rifrangente  debolmente  la  luce,  fissarla  atten- 
tamente ponendola  in  corrispondenza  dell'asse  ottico  del  microscopio 
e  guardare  senza  distrarsi. 

Se  vi  sono  i  granuli  mobili  del  Volpino,  si  vedrà^a  poco  a  poco 
che  questa  massa  prende  vita,  la  sua  fina  e  uniforme  granulosità  si 
agita  e  l'agitazione  si  avrà  anche  l'illusione  crescere  a  vista  d'occhio 
fino  a  diventare  tumultuosa,  infrenabile  direi  quasi  e  così  caratte- 
ristica che  si  prova  subito,  checché  si  dica  sul  movimento  browniano, 
l'impressione  di  trovarsi  di  fronte  a  un  movimento  vitale.  Questa 
impressione  si  confermerà  ancora  di  più  se  si  avrà  la  fortuna,  come 
l'ebbi  io  la  prima  volta  che  applicai  questo  procedimento  del  Volpino, 
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di  assistere  ad  uno  spostarsi  delle  masse  di  granuli  mobili  da  un 
punto  all'altro  delle  cellule. 

Assodata  l'esistenza  di  queste  masse  di  granuli  mobili,  si  potrà 
passare  a  cercare  dei  granuli  isolati  o  alla  periferia  del  protoplasma 
o  nei  vacuoli  o  attorno  al  nucleo  od  anche  alla  periferia  delle  masse. 

Inoltre  queste  osservazioni  occorre  farle  prima  in  camera  oscura 
e  solo  quando  si  sia  ben  precisato  il  reperto,  farle  in  una  camera 
comune  chiudendo  tutte  le  finestre  della  stanza. 


II.  —  Procedimenti  personali. 

Ho  detto  che  col  metodo  del  Volpino  l'osservazione  in  campo 
oscuro  non  è  possibile  a  ingrandimento  superiore  di  642  diametri 
(428-642  diam  ).  Ora,  nel  1908,  osservando  i  granuli  che  descrissi  nei 
filtrati  di  vaiolo  e  di  vaccino,  mi  persuasi  della  necessità  di  fare  os- 
servazioni a  maggiori  ingrandimenti,  rimanendo  sempre  ciliare  le  im- 
magini microscopiche.  Quanto  feci  al  proposito  pubblicai  nel  1910 
{Annali  igiene,  Roma,  pag.  18,  1910)  e.  non  posso  oggi  ohe  confermarlo 
arricchito  di  qualche  altro  particolare  venutomi  fuori  co] l'esperienza 
dei  vari  dispositivi. 

Ciò  che  risulta  della  mia  pratica  è  questo  : 

1°  che  meglio  degli  obbiettivi  a  secco  acromatici,  servono  gli 
apocromatici  e  particolarmente  1'  8  apocr.  in  sostituziou"  da  5  a  secco 
Kor.,  col  quale  8,  si  possono  avere  coi  comp.  12  e  18  ingrandimenti 
da  375  a  562  diam.; 

2"  che  usando  l'obbiettivo  apocromatico  a  secco  4mm.  opportuna- 
mente diaframmato  con  diaframma  endobbiettivale  a  foro  di  ram  5.5, 
si  possono  ottenere  immagini  bellissime  ai  rispettivi  ingrandimenti  con 
gli  oculari  8,  12,  18  comp.,  di  500,  750,  1125  e  quindi  spingers'  ad 
ingrandimenti  superiori  ai  1000  diam.  con  sicurezza  di  poter  leggere 
bene  nel  preparato; 

3°  che  usando  l'obbiettivo  apocromatico  3  min.  e  gli  stessi  ocu- 
lari compensatori  si  possono  raggiungere  gli  mgrandimenti  rispettivi 
di  666,  1000  e  spingersi  fino  a  1500  diametri:  si  badi  però  che  oc- 
corre, adoperando  questo  obbiettivo,  molta  precauzione  nella  fattura 
della  preparazione,  che  vuole  esser  molto  sottile  perchè  l'obbiettivo 
non  prema  sulla  preparazione  il  che  porta  alla  fuoriuscita  dei  gra- 
nuli; inoltre  il  diaframma  endobbiettivale,  va  tolto  quando  si  usino 
forti  oculari  e  messo  quando  si  usino  oculari  deboli  il  che  è  molto 
incomodo  ; 

4°  che  si  possono  benissimo  adoperare  anche  gli  obbiettivi  ad 
immersione  purché  siano  forniti  di  adatto  diaframma  endobbietti- 
vale cioè  con  foro  che  varii  alquanto  a  seconda  del  condensatore  che 
si  adopera  ma  che  in  genere  sia  intorno  a  mm.  2:  con  questi  ob- 
biettivi si  può  usare  correntemente  l'ocul.  comp.  6  a  meno  di  non 
servirsi  di  condensatori  a  campo  molto  oscurato  perchè  allora  si  può 
anche  adoperare  r8  e  persino  in  casi  speciali  il  12  ;  adoperando  per 
esempio  ri/15"  semiapoer.  Kor.,  coir8  comp.,  si  ottiene  un  ingran- 
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dimento  di  1200  diam.  e  col  12,  quello  di  1800  diam.,  il  quale  per 
ora  mi  pare  il  massimo  ingrandimento  ordinario  cui  ci  si  debba  spin- 
gere per  vedere  bene  con  questi  mezzi,  in  campo  oscuro,  i  dettagli 
della  preparazione. 

Anche  il  2  mm.  apoor.  a  imm.  omog.  1.30  ap.  num  ,  diaframmato, 
può  servire  in  sostituzione  dell' 1/15"  Koristka;  come  pure  ho  pro- 
vato un  vecchio  1/16"  Leitz  diaframmato  con  diaframma  a  imbuto 
con  risultati  buoni  pur  di  stabilire  bene  il  diametro  del  foro  dell'im- 
buto in  relazione  al  condensatore  che  si  adopera:  a  tutti  però  prefe- 
risco r  1/15"  semiapocromatico  Koristka. 

Quanto  agli  apparecchi  per  ottenere  il  campo  oscuro,  ho  adope- 
rato il  paraboloide  della  casa  Zeiss,  il  condensatore  a  specchio  Fa 
di  Reichert,  col  quale  si  possono  usare  quei  sistemi  di  lenti  che 
tanto  a  secco  quanto  ad  immersione  danno  i  più  forti  ingrandimenti. 


Fig.  1.  Fig.  -1. 


Noto  che  con  questo  condensatore  usando  l'obbiettivo  semi  apocr.  a 
imm.  1/15"  Kor.  si  può  introdurvi  un  diaframma  endobbiettivale  di 
mm.  2.5  di  foro  invece  che  di  2  mm.  e  ciò  anche  senza  sostituire 
nel  condensatore  il  diaframma  per  le  lenti  a  secco  che  ha  il  foro 
del  diametro  di  mm.  8.5  con  quello  per  la  lente  ad  immersione  che 
lo  ha  del  diametro  di  mm.  9.5. 

Recentemente  poi  ho  adoperato  il  diaframma  a  fondo  nero  per 
l'illuminazione  in  campo  oscuro  A  n.  95  della  Casa  Leitz  e  assicuro 
che  cogli  obbiettivi  a  secco  8  e  4  mm.  ed  anche  con  l'imm.  semiapocr. 
1/15"  Kor.  diaframmata  si  presta  ottimamente  per  poter  osservare 
i  granuli  mobili.  An'zi,  secondo  la  mia  esperienza,  esso  dà  un  campo 
oscuro  ottimo  per  metterli  in  risalto,  per  la  tonalità  che  assume  il 
fondo  del  campo  non  perfettamente  nero,  giacché  mi  sembra  che 
questo  tono  confaccia  di  più  alla  individualizzazione  dei  granuli  mo- 
bili, del  completo  fondo  nero,  specie  a  forte  ingrandimento. 

Il  diaframma  a  fondo  nero  da  me  usato  è  dei  più  semplici  ;  la 
parte  centrale  del  condensatore  è  diaframmata  a  mezzo  di  una  calotta 
di  vetro  annerita  e  al  disotto  del  condensatore  evvi  poi  una  super- 
ficie metallica  argentata  paraboloide.  La  Casa  Leitz,  cui  richiesi  il 
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cliché  di  questo  apparecchio,  mi  ha  inviato  quello  corrispondente 
alla  fìg.  l'^  qui  unita,  il  quale  dimostra  che  a  questo  apparecchio  sono 
stati  fatti  ulteriori  perfezionamenti. 

Io  stesso  poi  prima  di  ricorrere  a  tutti  questi  metodi  di  illumi- 
nazione in  campo  oscuro,  avevo  usato  il  condensatore  acromatico 
Kor.  di  mm.  5.6  di  fuoco  e  di  ap.  num.  1.30  (fig.  2^)  al  quale  feoi 
d'accordo  col  fabbricante,  scalettare  ed  annerire  la  lentina  superiore  e 


la  resi  sostituibile  con  altra  ordinaria  non  scalettata  ;  anzi  di  queste 
lentine  ne  feci  costruire  2,  una  maggiormente  scalettata  (diam.  super- 
ficie spianata  mm.  6 . 3)  e  l'altra  meno  (diam.  superficie  spianata  mm.  5 . 4) 
per  ottenere  il  campo  interamente  oscuro  o  solo  parzialmente  e  feci 
munire  la  guaina  del  sostegno  del  condensatore  di  adatto  sistema 
di  centramento,  indispensabile,  specialmente  usando  la  lentina  meno 
scalettata,  per  far  pervenire  la  zona  oscurata  o  nel  centro  del  campo 
microscopico  o  lateralmente.  Con  l'use  di  questo  apparecchio,  con  la 
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lentina  molto  scalettata,  adoperando  il  4  mm.  apocr.  a  secco  e  il 
12  compensatore,  il  che  porta  ad  un  ingrandimento  di  750  diametri, 
si  ha  un  campo  nitidissimo  in  cui  i  fini  particolari  strutturali  delle 
cellule  risaltano  benissimo  mentre  è  possibile  sostituendo  la  lentina 
meno  scalettata,  di  differenziare  particolari  strutturali  che  fanno 
parte  dei  soli  strati  superficiali  delle  cellule  e  ciò  che  vi  sta  sopra- 
posto, facendo  passare  lentamente  la  preparazione  dalla  parte  oscura 
(posta  lateralmente  nel  campo  microscopico)  alla  chiara,  manovra 
che  riesce  benissimo,  specie  se  si  usa  il  tavolino  traslatore. 

Oggi  il  Koristka  ha  nel  suo  catalogo  questo  condensatore  con  lente 
frontale  diaframmata,  sostituibile  con  altra  non  diaframmata,  fornito 
anche  del  relativo  apparecchio  di  centramento  (fig.  3^),  come  pure 
ha  un  condensatore  oltre  che  acromatico,  anche  aplanatico,  ugual - 


Fig.  4. 


mente  con  lente  frontale  diafraaimata  sostituibile  con  altra  libera  per 
il  campo  chiaro. 

Quanto  infine  alle  sorgenti  luminose  da  adoperare,  in  primo  tempo 
trovai  buona  la  luce  a  gas  con  lampada  ad  incandescenza  a  calzet- 
tina  diritta  o  rovesciata,  intercalando  anche  tra  la  sorgente  luminosa 
e  lo  specchio  un  pallone  di  vetro  ripieno  d'acqua  distillata  (meglio 
non  colorata  in  bleu  che  colorata,  come  si  consiglia)  come  forniscouo 
le  Case  Zeiss  e  Koristka  oppure  una  lente  come  fornisce  la  Casa  Rei- 
chert.  Noto  che  è  preferibile  sempre  il  pallone  alla  lente  la  quale  va 
centrata  ogni  volta  e  non  evita  il  riscaldamento  degli  obbiettivi  e 
della  testa  dell'osservatore,  se  l'osservazione  deve  esser  prolungata. 

Però,  dopo  lunga  pratica,  consiglio  la  luce  ossidrica  (non  pos- 
sedendo la  città  impianti  elettrici)  alla  quale  ora  ricorro.  Particolar- 
mente usando  ii  diaframma  a  fondo  nero  di  Leitz  di  fronte  alla 
chiarezza  del  campo  che  lo  rende  bruno  con  tendenza  al  marrone, 
risaltano  ancora  meglio  i  granuli. 
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Adoperando  la  luce  ossidrica  bisogna  sempre  interporre  il  pallone 
pieno  di  acqua  tra  lo  specchio  e  la  sorgente  luminosa,  e  proteggere  la 
lampada  con  adatta  copertura  e  regolarla  durante  la  osservazione  in 
modo  da  ottenere  la  intensità  più  adatta  per  osservare  bene  i  gra- 
nuli. Ciò  si  raggiunge  opportunamente  regolando  il  getto  dell'ossigeno, 
tenendo  la  bombola  accanto  al  sedile  dell'osservatore  munita  di  un 
robusto  tubo  di  gomma  innestato  alla  lampada. 

Ho  detto  che  non  è  utile  colorare  l'acqua  contenuta  nel  pallone: 
se  mai  occorresse  aver  il  campo  lievemente  tinto  in  bleu  basterà  far 
passare  davanti  al  microscopio  in  apposita  guida  una  euvetta  ri- 
piena di  acqua  distillata  colorata  :  consiglio  la  luce  bleu  e  la  gialla 
a  tale  scopo. 

Nella  iig.  4*^  ritratto,  per  maggioro  chiarezza,  due  impianti  per 
l'osservazione  in  campo  oscuro.  Quello  più  avanti,  a  cui  è  posto 
l'osservatore  agisce  con  l'illuminazione  a  mezzo  della  luce  del  gas 
ad  incandescenza,  coll'intermezzo  del  p3.11one  pieno  di  acqua  distillata. 
Tra  la  sorgente  luminosa  e  il  pallone  è  posto  un  sostegno  per  eu- 
vette contenente  un  liquido  colorato.  Ma  tali  euvette  si  possono 
anche  collocare  tra  lo  specchio  del  microscopio  e  il  pallone,  come 
s'è  detto. 

Quello  più  indietro  è  un  impianto  analogo  con  la  differenza  che 
serve  per  l'illuminazione  con  la  luce  ossidrica.  La  lampada  è  coperta 
da  un  manicotto  metallico  che  è  quello  che  si  vede  nella  figura  late- 
ralmente alla  lampada  ad  incandescenza  del  primo  impianto  Inoltre 
davanti  al  pallone  di  vetro  è  collocata  una  copertura  metallica  anne- 
rita che  evita  all'osservatore  di  vedere  la  superficie  del  vetro.  Questa 
copertura  è  visibile  in  fondo  dA  davanti  dell'asse  verticale  del  sostegno 
del  secondo  pallone. 


III.  —  Dispositivi  da  me  proposti  per  l'osservazione  in  campo  oscuro. 

Ciò  premesso  dirò  che  ho  anche  indicato  per  la  pratica  delle  di- 
verse manovre,  dei  dispositivi  coi  quali  osservare  in  campo  oscuro, 
che  oggi  riassumo  nei  seguenti. 

Dispositivo  di  orientamento  o  ricercatore. 

Obb.  8  mm.  apocr.  a  secco  Kor.,  Ocul.  comp.  12  {ingrand.  562 
diametri);  Diaframma  a  fondo  nero  per  l'illuminazione  in  campo 
oscuro  Leitz,  oppure  Condensatore  acromatico  Koristka  con  lentina 
superiore  scalettata  (mm.  6.3)^  e  annerita;  Sorgente  luminosa,  gas 
ad  incandescenza,  o  meglio  luce  ossidrica. 

Dispositivi  per  Tesarne  dei  dettagli. 

A  secco.  Obb.  4  mm.  apocr.  a  secco  Kor.  con  diaframma  cilindrico, 
Ocul.  comp.  12  (ingr.  750  diametri)  o  18  (1125  diametri);  Apparecchi  per 
illuminazione  in  campo  oscuro,  gli  stessi.  Oppure  Cond.  Reichert  Fa; 
Sorgente  luminosa,  luce  ossidrica. 
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Ad  immersione.  Obb.  1/15"  a  imm.  omg.  Kor.  con  diaframma  ci- 
lindrico, Ocul.  comp.  4,  6,  8  (ingr.  200,  900  e  1200  diametri)  e  gli 
atessi  apparecchi  per  il  campo  oscuro  con  predilezione  all'apparecchio 
Leitz  e  per  i  forti  ingrandimenti,  al  Condensatore  Reichert  Fa  (col- 
FOcul.  J2  comp,  ingr.  1800  diametri). 

In  casi  eccezionali  volendo  aumentare  ancora  l'ingrandimento  si 
può  provare  a  servirsi  di  questo  stesso  condensatore  con  il  diaframma 
di  mm.  9.5  e  dell'oculare  comp.  18:  nell'obbiettivo  porre  un  dia- 
framma a  foro  di  mm.  2.5  e  anche  di  3  :  si  ha  così  un  ingrandi- 
mento di  2750.  Non  bisogna  però  attendersi  molta  chiarezza  nelle 
immagini  ;  quindi  servirsene  solo  per  vedere  se  si  può  precisare  un 
dato  e  subito  dopo  ricorrere  a  ingrandimenti  più  piccoli  sostituendo 
l'oculare  con  altro  più  debole,  in  modo  da  rendere  più  definito  quello 
che  si  era  osservato  meno  definito  ma  molto  ingrandito  a  2700  dia- 
metri. 

È  anzi  sempre  una  pratica  da  consigliarsi  quella  di  osservare  suc- 
cessivamente con  oculare  compensatore  via  via  più  forte  e  poi  tor- 
nare indietro  nella  scala.  Così  i  particolari  in  campo  oscuro  si  fissano 
molto  meglio.  E  sempre  aver  grande  cura  nel  regolare  la  sorgente  lu- 
minosa per  trovare  la  giusta  intensità  della  stessa  a  seconda  dei  dispo- 
sitivi ottici  coi  quali  si  osserva,  perchè  occorre  persuadersi  che  nella 
visibilità  dei  granuli,  ciò  che  vale,  non  è  solo  l'uso  di  un  adatto 
sistema  di  lenti,  ma  anche  quello  di  un  campo  oscuro  ottenuto  con 
una  sorgente  luminosa  ad  intensità  regolata. 

Della  importanza  di  questi  particolari,  dovrebbero  persuadersi  tutti 
quegli  studiosi  che  si  occupano  di  ricerche  in  campo  oscuro  entro  ele- 
menti cellulari.  Oltre  la  buona  fattura  del  preparato,  oltre  la  scelta  degli 
elementi  cellulari  che  ha  una  parte  precipua,  debbono  convincersi  che 
non  basta  eoilocare  a  posto  un  condensatore  qualunque,  illuminare  il 
campo  con  una  lampada  a  gas  a  incandescenza  per  esser  pronti  a  fare 
l'esame  del  preparato,  come  quando  si  vuol  cercare  il  Treponema  di 
Schaudinn.  Il  procedimento  in  ogni  caso,  vuol  esser  studiato  attenta- 
mente in  tutti  i  suoi  particolari  tecnici,  tra  cui  quello  della  sorgente 
luminosa,  mi  sono  oramai  convinto,  è  di  capitale  importanza.  Per  questo 
motivo,  anzi,  ho  fatto  tornare  nel  mio  Istituto  sullo  studio  dei  granuli 
che  si  ottengono  nelle  cellule  corneali  con  altri  virus  filtrabili  e  per  mio 
conto  sto  studiando  di  nuovo  il  modo  di  comportarsi  del  virus  scarlat- 
tinoso. 

Capitolo  II. 

Colorabilità  dei  granuli  nelle  cellule  corneali  dei  conigli. 

A.  —  Procedimenti  atti  ad  ottenere  le  cellule  corneali  infette. 

Ho  già  detto  che  il  reperto  granulare  veramente  caratteristico  si 
rinviene  nella  cellule  corneali  infette,  osservate  anche  a  mezzo  di 
preparati  colorati. 
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Ora  per  la  buona  fattura  dei  preparati  colorati,  consta  alla  mia 
esperienza  esser  meglio  rivolgersi  a  quelli  per  impronta  piuttosto  che 
a  quelli  ottenuti  per  striscio  o  per  dilacerazione  di  brandelli  di  epi- 
telio infetto.  Coi  preparati  a  impronta  (1)  si  hanno  molte  cellule  epi- 
teliali isolate  o  riunite  a  gruppi  in  unico  strato  ed  i  preparati  sono 
sempre  sottili,  il  che  è  di  grande  vantaggio  per  la  buona  riuscita 
delle  colorazioni. 

Necessariamente  occorre  avere  infetto  tutto  il  territorio  corneale 
epiteliale,  il  che  si  raggiunge  assai  facilmente  inoculando  le  cornee 
coll'ago  di  tatuaggio,  metodo  che  corrisponde  benissimo  e  che  racco- 
mando, avendomi  dato  ottima  prova  a  cominciare  da  quando  lo  so- 
stituii a  tutti  gli  altri  procedimenti  (Sul 'a  presenza  dei  virus  vacci- 
nieo  nel  midollo  osseo  dei  conigli  inoculati  sulla  cute  e  sulla  cornea. 
Soc.  Cult.  Se.  med.  e  nat.  Cagliari,  seduta  18  febbraio  1909). 

Con  preparati  così  fatti  ho  controllato  tutte  le  colorazioni  rese 
note  dai  vari  studiosi  su  granuli  vaccinali  oltre  le  mie  precedenti  e 
studiate  tutte  le  modalità  tecniche  dei  vari  metodi. 

B.  —  Melodiche  seguite  dai  vari  studiosi  per  mettere  in  evidenza 
i  granuli  vaccinici  c  vaiolosi. 

Riferirò  anzitutto  i  metodi  che  sono  stati  proposti  per  mettere 
in  evidenza  i  granuli  specifici  fuori  delle  cellule,  poi  quelli  che  sono 
stati  proposti  per  metterli  in  evidenza  entro  le  cellule  corneali,  sui 
quali  precipuamente  fermerò  l'attenzione. 

I.  —  Metodi  seguiti  per  colorare  granuli  extra-cellulari 
nel  vaccino  e  nel  vaiolo. 

Casagrandi.  1905  {Soc.  Cult.  Se.  med.  e  nat.  Cagliari,  28  giugno). 

Fissazione  secondo  la  metodica  indicata  dal  Raetzmann  per  colo- 
rare il  Treponema  pallido;  colorazione  nella  miscela  di  azzurro  II  ed 
eosina;  lavaggio  in  acqua,  essiccamento  all'aria;  inclusione  in  balsamo. 

Lo  STESSO.  1906  (Ann.  Igiene,  Roma,  p.  154). 

Fissazione  in  alcool  assoluto  per  10  m.  passaggio  in  acido  fosfowol- 
framico  al  2  %,  5  minuti;  lavaggio  in  acqua;  colorazione  con  az- 
zurro II  +  eosina  per  1  ora  ;  lavaggio  in  acqua,  essiccamento  all'aria, 
inclusione  in  balsamo. 

Lo  STESSO.  1906  (Ann.  Igiene,  Roma,  pag.  580-581). 

Fissazione  :  metodi  di  impregnazione  all'argento  (Volpino,  Berta- 
relii,  Levaditi,  Manouellan);  colorazione  col  liquido  di  Giemsa,  con 
la  fuxina  carbolica. 


(1)  A  questi  preparati  aveva  già  dato  predilezione  Ewing  (The  structure 
of  vaccine  Bodies  in  isolated  cella.  Journ.  of.  Med.  Research,  voi.  Vili, 
1904,  pag.  233). 
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Lo  STESSO.  1906  {Id  ih.)  Fissazione  col  metodo  di  Raetzmann;  colo- 
razione col  liquido  di  NicoUe,  col  bleu  boracico,  con  la  fuxina 
carbolica. 

Casagrandi,  1906  {Id.  ih.)  Fissazione  coll'aloool  metilico;  colorazione 
col  liquido  di  Giemsa  diluito;  con  la  fuxina  carbolica. 

Paschen.  1906  {Miinch  Med.  Woch.,  pag.  2391).  Fissazione  in  alcool 
assoluto;  colorazione  con  liquido  di  Giemsa  1  goccia  in  1  crac, 
di  acqua  distillata  +  1  goccia  di  carbonato  potassico  1  o/o  per 
15  cmc.  di  soluzione  colorante;  lavaggio  per  2  ore;  asciugamento 
e  chiusura  in  balsamo. 

Paschen.  1907  {Miinch  med.  Woch  n.  47).  Non  descrive  il  metodo 
dicendo  soltanto  che  ha  adoperato  «  der  alten  Lòfflerschen  Geissel- 
beize  und  analinfuchsin  ».  Per  lettera  il  16  settembre  1910  mi  ha 
dato  i  seguenti  dettagli  tecnici  del  procedimento. 

Strisciamento  del  materiale  quanto  è  più  possibile  sottile  da  pro- 
sciugarsi all'aria;  immersione  in  acqua  per  ^4  o'^^  ^  scopo  di  elimi- 
nare il  siero  ed  asciugamento  accurato;  immersione  nell'alcool  asso- 
luto per  12-24  ore  e  lasciare  asciugare  ;  colorazione  col  mordente  di 
Lòeffler  per  5  m.  a  60°;  lavaggio  abbondante  in  acqua  distillata;  co- 
lorazione con  fuxina  carbolica  per  5  m.  a  60'^  ;  lavaggio  in  acqua 
distillata  e  lasciare  asciugare;  inclusione  in  balsamo. 

Prowazeck.  1908-1909  con  Beaurepaire  {Miinch.  Med.  Woch.,  No  44, 
1908  e  No  13,  1909  e  con  Jamamoto  No  51).  {Procedimento  col  me- 
todo di  Lóffler). 

Preparati  essicati,  immergerli  in  acqua  distillata  per  14  ora  ;  asciu- 
garli in  posizione  verticale  ;  fissarli  in  alcool  assoluto  per  varie  ore  ; 
colorarli  col  metodo  di  Lòfifler  per  le  ciglia. 

(Hanno  usato  anche  la  fuxina  di  Ziehl  e  la  tionina). 

Casagrandi.  1908  {Soc.  Cultori  Se.  med.  e  nat.  Cagliari,  6  aprile  e 
80C.  Ital.  di  Patologia.  Palermo  13  aprile  1908). 

Fissazione  col  metodo  Raetzmann,  col  liquido  di  Linosay- Jones 
col  liquido  Lòffler;  colorazione  con  la  pioctanina  fenica,  col  bleu  to- 
luidina  acetico,  con  la  fuxina  fenica,  con  la  fuxina  anilinica,  con  il 
cristalvioletto  anilico,  coli'  azzurro  II  e  l'eosina,  col  liquido  di 
Giemsa. 

Lo  STESSO.  1910  {Ann.  Igiene,  Roma,  pag.  33). 

Fissazione  col  metodo  Levaditi;  col  metodo  Raetzmann;  con  il 
liquido  Linosay -Jones  modificato;  col  liquido  Lòeffler  ;  colorazione  con 
la  pioctanina  fenica,  col  bleu  di  tohiidina  acetico,  con  la  fuxina  fe- 
nica ed  anilinica,  con  l'azzurro  II  +  eosina,  col  liquido  di  Giemsa,  con 
la  tionina. 

II.  —  Metodi  seguiti  per  colorare  granuli  specifici 
entro  le  cellule  corneali  dei  conigli. 

A).  In  preparati  per  striscio,  impronta,  ecc. 

Casaurandi.  1906  {Ann.  Igiene,  Roma,  pag.  128  e  587). 

Fissazione  col  metodo  Raetzmann;  colorazione  con  l'azzurro  II  e 
l'eosina. 
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Volpino.  1907  {Riv.  Igiene,  Torino,  in  nota). 

Fissazione  senza  prosciugamento  nell'alcool  assoluto  per  10  m.  ; 
colorazione  per  16-20  h.  nel  liquido  di  Giemsa  diluitissimo  (2  goccio 
in  12-15  cmc.  di  acqua). 

Casagrandi.  1909  {Soc.  Cult.  Se.  med.  e  nat.,  Cagliari,  6  aprile). 

Fissazione  con  diversi  metodi  atti  ad  ottenere  delle  lacche;  colo- 
razione con  il  liquido  di  Giemsa;  con  azzurro  II  +  cosina  A.  G. 

Voi»PiNO.  1909  (Patologica,  Genova,  settembre). 

Fissazione  senza  prosciugamento  nell'alcool  assoluto  per  10  m.; 
colorazione  con  il  liquido  del  Giemsa  diluito  (2-3  gocce  in  15-20  cmc. 
di  Ho  O)  per  16-24  ore. 

Casagrandi.  1909  [Soc.  ital.  di  Pai.,  Modena,  27  settembre). 

Fissazione  in  alcool  metilico;  colorazione  con  il  liquido  del  Giemsa 
1  :  30  per  48  ore  o  coll'azzurro  II  e  l'eosina;  decolorazione  appena  in 
alcool;  passaggio  in  xilolo;  inclusione  in  balsamo. 

Prowazbck.  1909  con  Jamamoto  (Miinch.  Med.  Woch.,  No  51). 

Fissazione  in  sublimato  alcoolico  caldissimo  (1/3  alcool  a  90°  +  2/3 
sublimato  conc.  in  acqua!  per  1  ora  e  più;  lavaggio  in  acqua  e  pas- 
saggio in  alcool  iodato  (leggermente  colorato  in  giallo)  per  ^  ora 
quindi  altro  lavaggio  in  acqua;  colorazione  con  il  liquido  di  Giemsa 
per  24  ore  o  più  cambiando  il  colore  varie  volte  oppure  con  lo  stesso 
diluito  con  acetone  (goccie  del  colore  10  +  acetone  al  60%  cmc.  10) 
per  maggior  tempo  ;  differenziazione  in  alcool  brevemente  e  poi  in 
acetone  sotto  al  campo  microscopico  ;  passaggio  rapido  in  acetone  e 
poi  in  xilolo;  inclusione  in  olio  di  cedro. 

(Pare  preparati  sottili  per  striscio  e  cogliere  il  giusto  punto  di 
differenziazione). 

Casagrandi.  {Ann.  Igiene,  Roma,  pag.  34). 

Fissazione  in  alcool  metilico  per  5  minuti;  colorazione  azzurro  II 
0.8  0/00  p.  1  +  cosina  AG  (1  :  10,000-1  :  20,000)  p.  10  oppure  con  il 
liquido  Giemsa  diluito  1  : 30,  per  48  ore  a  temperatura  ordinaria  ; 
lavaggio  in  acqua  comune  e  poi  in  acqua  distillata;  decolorazione 
breve  in  alcool  assoluto  quindi  passaggio  in  xilolo  ed  inclusione  in 
balsamo. 

Lo  STESSO.  1910  (1910  2  aprile,  Soc.  tra  i  cult,  di  Se.  med.  e  nat.  Ca- 
gliari) Fissazione  in  alcool  metilico  da  5  a  60  m.  (media  15)  ed  asciu- 
gamento in  posizione  verticale;  colorazione  col  liquido  di  Giemsa 
diluito  1:  30  od  anche  1  :  20,  preferibilmente  a  30°-32°  per  48-72  h.; 
lavaggio  in  acqua  comune  ed  immersione  nella  stessa  per  5-30  mi- 
nuti e  poi  in  acqua  distillata  per  5-15  minuti  ;  differenziazione  per 
15-30  secondi  in  alcool  assoluto  e  poi  per  pochi  secondi  in  alcool 
xilolo;  passaggio  in  xilolo  puro  per  2-3  minuti;  inclusione  in 
balsamo. 

(Usati  anche  altri   coloranti,  tionina,   rosso  di  Magenta,  az- 
zurro II  0.8°/oo  p.  1  +  eosina  AG  1  :  10.000-20.000  p.  10  etc). 
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B.  In  sezioni  di  pustole  cutanee  e  di  cornee  di  coniglio  infette. 

BoRKEL.  1903  {Ann.  Inst.  Pasteur,  T.  XX,  p.  763).  (Benché  questo 
procedimento  sia  stato  applicato  anteriormente  alla  scoperta  della 
filtrabilità  del  virus  vaccinico  e  vaioloso  e  nel  presente  lavoro  la 
letteratura  dei  fini  granuli  sia  riportata  in  quanto  segue  a  detta 
scoperta,  tuttavia  riferisco  qui  il  metodo  di  Borrel  che  riguarda 
granuli  veduti  anni  prima  della  scoperta  della  filtrabilità  del  virus 
vaccinico,  giacché  il  Burnet,  come  ho  già  pili  avanti  riportato, 
crede  possibile,  il  Borrel  abbia  colorato  il  virus  vaccinico  nelle 
sezioni). 

Fissazione  col  liquido  di  Flemming;  colorazione  col  rosso  di  Ma- 
genta-picroindigocarminio. 

Paschen.  1906-1907  {Milncìi.  med.  Woch.). 
Metodo  Levaditi  d'impregnazione  all'argento. 

Gtjarneri.  1909  {SulV etiologia  dell'infezione  vaccinica.  Tip.  Van- 
nucchi,  Pisa). 

Fissazione  col  liquido  di  Flemming,  di  Hermann,  coU'alcool  asso- 
luto, con  la  soluzione  acquosa  di  bicromato  potassico  e  bicloruro  di 
Hg.  (acqua  distillata  gr.  100  +  bicromato  potassico  gr.  2  -|-  bicloruro 
di  mercurio  gr.  1). 

lìnmersione  dei  preparati  nel  fissatore  per  45-80  m.,  passaggio  nella 
serie  degli  alcool,  xilolo  e  dopo  inclusione  in  paraffina  sezionamento 
e  colorazione  delle  sezioni  parafiinate  col  xilolo,  col  metodo  Roma- 
nowsky  modificato  da  Giemsa,  con  un  metodo  personale  molto  simile 
sostituendolo  all'azzurro  il  verde  di  metilene,  col  metodo  del  Mann. 

Doppie  colorazioni  con  l'ematossilina  e  l'eosina,  le  sezioni  si  ten- 
gono per  circa  1  ora  in  allume  di  ferro  1  %  in  acqua  distillata  pri- 
vata dell'aria  con  l'ebollizione  e  dopo  un  rapido  lavaggio  in  acqua, 
immersione  in  soluzione  di  ^  gr.  di  ematossilina  in  100  gr.  di  acqua 
recentemente  distillata. 

Quando  le  sezioni  hanno  un  colore  molto  intenso  cioè  dopo  20-50 
minuti  di  immersione,  previo  nuovo  lavaggio  in  alcool,  passaggio 
per  decolorarle  in  soluzione  acquosa  satura  di  acido  picrico,  dove  le 
sezioni  vanno  tenute  finché  perdono  quasi  completamente  il  colore 
assunto  nelle  soluzioni  di  ematossilina. 

Quindi  lavaggio  abbondante  in  acqua  più  volte  rinnovata  (con 
acqua  dura,  ricca  di  sali  terrosi)  dove  le  sezioni  riacquistano  in  p^rte 
il  colore,  ma  non  in  modo  uniforme,  né  in  egual  misura  tra  i  diversi 
elementi  dei  tessuti  e  tra  le  diverse  parti  di  un  medesimo  elemento 
cellulare. 

Pbowazeck.  1911  {Munck,  med.  Woch.,  n.  47).  Dice  di  aver  adope- 
rato il  nuovo  metodo  del  Giemsa  (1)  il  quale  consisterebbe,  se- 
condo quanto  scrive  lo  stesso  Giemsa  dei  seguenti  tempi:  il  pre- 
parato sottilissimo  si  asciuga  all'aria  in  piano  in  una  scatola  Petri; 
si  colora  facendoci  cadere  sopra  10-15  goccie  del  liquido  Giemsa 
diluito  a  metà  con  alcool  metilico  (fino  a  ricoprire  tutto  il  pre- 


(1)  Prowazech  diee:  «  Auch  die  neue  Methode  von  Giemsa  diirfte  sich 
vielleicht  fiir  ihre  Darstellung  eignen.  {Hand.  d.  Path.  Prot.,  pag.  148,  1011). 
Intendo  l'A.  voglia  riferirsi  alla  «  neue  Schnellfàrhung  mit  einer  azureo- 
sinlòsung  »  pubblicata  da  Giemsa  in  Mùnch.  med.  Woch.,  n.  47,  1910. 
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parato)  per  1/2  minuto;  si  versa  nella  capsula  sino  a  ricoprire  il 
preparato  (10-15  cmc.)  dell'acqua  distillata  o  anche  dell'acqua 
debolmente  alcalinizzata  (2  goccie  K2CO3  all'I  %o  ogni  10  cmc. 
di  H2O)  ;  si  agita  sinché  si  ottiene  una  miscela  omogenea  e  si  lascia 
per  5  minuti  o  3  solo;  si  getta  via  la  sostanza  colorante,  si  lava 
in  acqua  corrente  accuratamente,  si  asciuga  e  si  osserva  in  olio  di 
cedro. 

Lo  STESSO.  1911.  In  Handbuch  der  path.  Protozoen,  pag.  148,  scrive 
ancora  :  «  Die  Variola  Clamydozoen  kann  man  in  Pockenschitt  am 
besten  nach  sublimatalkohclfixierung  nach  Giemsa  6-12  Stunden 
fàrben,  in  dest.  Wasser  abwaschen,  rasch  60  %  Aceton,  Aceton  pur, 
Xilol,  Cederòl. 

Questo  procedimento  nei  suoi  dettagli  fu  descritto  da  Prowazech 
e  lamamoto  {Miinch.  med.  Woch  ,  n.  51,  1909),  a  proposito  di  co- 
lorazioni su  preparati  a  striscio.  Risponde  secondo  gli  autori  al 
metodo  di  fissazione  umida  e  colorazione  alla  Giemsa,  proposto 
da  Giemsa  stesso  [Deuts.  med.  Woch.,  n.  40,  1909)  e  da  loro  mo- 
dificato, come  ho  già  riportato  precedentemente,  per  la  colorazione 
dei  granuli  liberi. 

III.  —  Fissatori,  coloranti  e  mezzi  di  differenziazione 
usati  dai  vari  studiosi. 

Dalla  esposizione  sommaria  dei  metodi  usati  dai  vari  studiosi  per 
colorare  i  granuli  vaccinali  e  vaiolosi  dal  1906  ad  oggi  (eccezion  fatta 
per  il  Borre!  che  rimonta  al  1903)  si  deduce  che  furono  adoperati  i 
seguenti: 

a)  Fissatori. 

1°  per  i  granuli  extracellulari  :  da  Casagrandi  il  metodo  Raetz- 
mann,  l'alcool  assoluto,  vari  metodi  all'argento,  l'alcool  metilico,  il 
liquido  Linosay- Jones;  il  liquido  di  Lòfììer,  ecc,;  da  Paschen  il  metodo 
di  Loffler;  da  Prowazech,  l'alcool  assoluto  e  il  metodo  di  Loffler; 

2°  per  i  granuli  endocellulari  in  preparati  a  secco,  a  striscio 
e  ad  impronta:  da  Casagrandi  il  metodo  di  Raetzmann,  diversi  me- 
todi per  ottenere  delle  lacche,  l'alcool  metilico  ;  da  Volpino  l'alcool 
assoluto;  da  Prowazeck  e  Jamamoto  il  sublimato  idroalcoolico  cal- 
dissimo ' 

3°  per  i  granuli  nelle  sezioni  di  pustole  cutanee  e  di  cornee  im- 
parafiinate:  da  Borrel  il  liquido  di  Flemming;  da  Paschen  il  metodo 
Levaditi  ;  da  Guarneri  diversi  fissatori  tra  cui  il  sublimato  e  il  bicro- 
mato potassico  messi  insieme;  da  Prowazeck  il  sublimato  idroalcoolico. 

b)  Coloranti. 

1"  per  i  granuli  nei  filtrati  e  nelle  cellule  corneali  in  preparati 
per  striscio,  impronta,  ecc.  :  da  Casagrandi  la  fuxina,  la  pioctanina, 
il  bleu  di  toluidina,  il  cristalvioletto,  l'azzurro  II  e  l'Eosina  AG,  il 
liquido  di  Nicolle,  il  bleu  boracico,  il  rosso  di  Magenta;  da  Casagrandi, 
Paschen  e  Prowazech  il  liquido  di  Loffler;  da  Paschen  e  da  Prowazech 
il  liquido  di  Giemsa;  da  Casagrandi  e  da  Volpino  il  liquido  di  Giemsa; 
da  Prowazeck  e  da  Casagrandi  la  tionina;  da  Guarneri  la  ematosailina  ; 
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2°  'per  i  granuli  nelle  sezioni;  da  Borrel  il  rosso  di  Magenta  e 
picroindigocarminio,  da  Paschen  il  metodo  Levaditi  ;  da  Prowazeck  - 
Jamamoto  il  Giemsa-acetone  e  U  Giemsa  puro. 

c)  Mezzi  di  differenziazione. 

Da  Volpino  e  da  altri  (1)  semplice  lavaggio  in  acqua;  da  Casa- 
grandi  passaggio  in  alcool  assoluto  e  in  xilolo:  da  Prowazeck,  pas- 
saggio in  alcool-acetone,  acetone  puro,  xilolo,  quando  adopera  il  me- 
todo della  fissazione  umida  e  la  colorazione  col  Giemsa-acetone. 

C.  —  Coatrollo  eseguito  sui  vari  fissatori,  coloranti  e  mezzi 
di  differenziazione  dei  granuli  vaccinici  e  vaiolosi. 

Come  si  vede  in  ultima  analisi  mentre  gli  studiosi  hanno  dimo- 
strata predilezione  per  il  metodo  del  Loffler  e  per  le  colorazioni  col 
liquido  di  Giemsa,  non  si  può  dire  bene  fissata  l' importanza  dei 
mezzi  di  fissazione  e  differenziazione. 

Ho  perciò  eseguito  un  notevole  numero  di  ricerche  che  deluci- 
dano quali  siano  i  metodi  da  prescegliersi  non  solo  per  ottenere  pre- 
parati nitidi  coi  granuli  bene  differenziati,  ma  anche  per  la  specificità 
che  da  esse  derivano  al  reperto  dei  granuli  che  si  colorano. 

Premetto  che  qualunque  sia  il  metodo  adoperato  in  nessun  caso 
sono  riuscito  a  colorare  i  granuli  nella  sezioni  di  cornee  imparaffinate 
o  incluse  in  celloidina,  per  cui  io  riporto  qui  solo  i  risultati  delie  ri- 
cerche sulla  colorazione  di  cellule  corneali  inficiate  col  metodo  del 
tatuaggio  con  le  quali  venivano  fatti  preparati  a  impronta  su  vetrini 
coproggetti. 

Questi  allo  scopo  si  pressavano  sul  territorio  corneale  leggermente 
raschiato  con  una  lancetta,  dopo  3  o  4  giornate  dall'avvenuto  innesto 
del  virus.  Si  ottennero  così  preparati  in  cui  il  materiale  veniva  a 
esser  uniformemente  disteso  in  uno  strato  sottile,  adattatissimo  quindi 
alla  ricerca  delle  cellule  infette  e  alla  fattura  di  buone  preparazioni. 

Inoltre,  aggiungo  che  nel  dare  esecuzione  alle  ricerche  che  passo 
ad  esporre,  ho  studiato  prima  i  vari  metodi  di  fissazione  di  fronte 
alle  successive  colorazioni  col  liquido  di  Giemsa,  con  l'azzurro  II  e 
r  Eosina,  con  la  fuxina,  con  il  rosso  di  Magenta,  con  la  tionina  e  poi 
li  ho  sperimentati  anche  di  fronte  al  liquido  di  Leishmann,  di  Unna, 
di  Mann  ecc.,  ossia  di  fronte  a  diverse  soluzioni  coloranti  fin  qui  non 
adoperate.  Dopo  sono  passato  allo  studio  dei  decoloranti  atti  ad  otte- 


(1)  Tutte  le  prove  di  differenziazione  si  sono  limitate  dapprima  al  sem- 
plice lavaggio  in  acqua  e  ancora  vari  si  arrestano  ad  esso.  Io  ho  anche 
fatto  dette  prove  con  gli  oli  come  si  può  leggere  dove  tratto  del  metodo 
di  Loffler,  più  avanti. 
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nere  una  buona  differenziazione  dei  granuli  specialmente  colorati  col 
Giemsa,  con  la  fuxina  ecc.,  ed  infine  ho  sperimentati  alcuni  proce- 
dimenti combinati  in  base  alle  risultanze  sui  fissatori,  coloranti  e  de- 
coloranti, procedimenti  che,  studiati  nei  loro  dettagli,  propongo  come 
metodi  atti  a  colorare  i  granuli  specifici  dell'  infezione  vaccinica  e 
vaiolosa. 

Naturalmente  durante  lo  trattazione  di  questa  parte  del  lavoro, 
a  seconda  di  quanto  mi  è  risultato,  dal  controllo  specialmente  dei 
fissatori  e  dei  mezzi  di  differenziazione,  metto  in  evidenza  la  impor- 
tanza negativa  di  alcuni  metodi  per  la  colorazione  dei  granuli,  quali 
quelli  del  Borrel,  quello  del  Prowazeck-Jamamoto  al  Giemsa-acetone 
quello  usato  dallo  stesso  Prowazeck  al  Giemsa  puro  {neue  Mcthode 
del  Giemsa)  ;  quello  del  Paschen  all'  inipregnazione  all'argento  secondo 
Levaditi,  ecc. 

I.  —  Studio  sui  fissatori. 

Ho  provato  il  semplice  essiccamento  all'aria;  la  fissazione  con 
l'alcool  etilico  assoluto  puro  e  diluito  a  metà  con  etere,  con  l'alcool 
metilico  ;  quella  con  liquidi  contenenti  sublimato  solo,  o  con  altre 
sostanze  con  o  sen'<a  l'aggiunta  di  acido  acetico,  osmico,  cromico, 
arsenioso,  di  formalina;  quella  con  liquidi  mordenzante  (sul  tipo  del 
liquido  di  Lòffler)  atti  ad  ottenere  delle  lacche;  quella  dell'impre- 
gnazione ai  sali  di  argento. 

1)  Semplice  essiccamento  alVaria. 

Ho  colorato  preparati  ad  impronta  semplicemente  essiccati  all'aria 
(la  fissazione  alla  fiamma  coartando  gli  elementi  cellulari  e  dimo- 
strandosi svantaggiosa)  ma  i  risultati  sono  stati  negativi.  Ho  adope- 
rato per  colorire,  il  liquido  di  Giemsa  puro  o  diluito  1 :  20-1 :  30  che 
ho  fatto  agire  anche  48  ore,  la  tionina  anilinica,  la  fuxina  carbolica 
ed  anihnica.  Con  questi  mez^i  è  impossibile  differenziare,  anche  nelle 
grosse  cellule  che  hanno  la  caratteristica  granulosità  periferica,  gra- 
nuli ben  distinti. 

Anche  usando  il  procedimento  nuovo  del  Giemsa  (Giemsa  a  metà 
con  alcool  metilico)  come  l'altro  ugualmente  nuovo  dello  stesso  (Giemsa- 
acetone)  non  sono  riuscito  a  vedere  i  granuli.  La  granulosità  massiva 
del  protoplasnia,  anche  nei  preparati  bene  lavati,  è  tutto  ciò  che  si 
osserva. 

Conclusione.  —  Nei  preparati  di  cellule  corneali  infette,  senza 
precedente  fissazione,  si  colora  nel  protoplasma  col  liquido  di  Giemsa, 
con  la  tionina,  con  la  fucina  una  granulosità  massiva  fra  la  quale 
non  si  vede  quella  costituita  da  granuli  specifici. 

Il  metodo  nuovo  di  Giemsa  non  serve  a  mettere  in  evidenza  i 
granuli  nei  preparati  fissati  solo  all'aria.  Anche  sostituendo  il  Giemsa 
acetone  si  hanno  gli  stessi  risultati. 
50 
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2)  Fissazione  con  gli  alcool. 

Eseguii  alcune  prove  di  fissazione  con  l'alcool  assoluto,  colla  mi- 
scela etereoalcoolica  e  poi  con  l'alcool  metilico  su  preparati  essiccati 
all'aria,  adoperando  come  coloranti  il  liquido  di  Giemsa  1  :  20-1  :  30  e 
la  miscela  azzurro  II  -j-  eosina  A  Gì-,  la  fuxina  anilinica,  il  rosso  di 
Magenta  anilinico,  seguiti  dal  semplice  lavaggio  in  acqua.  I  prepairati 
lavati  erano  lasciati  asciugare  e  osservati  in  balsamo. 

Variai  la  fissaz,ione  nell'alcool  assoluto  e  nella  miscela  eteroalcoo- 
lica  da  5  minuti  a  12  ore;  nell'alcool  metilico  da  5  minuti  ad  1  ora 

Tra  l'alcool  assoluto  e  la  miscela  etereoalcoolica  m'avvidi  subito 
che  la  preferenza  bisognava  darla  al  primo.  La  fissazione  con  la  mi- 
scela etereoalcoolica  rende  meno  facilmente  differenziabili  i  granuli. 
Riporto  quindi  i  risultati  delle  prove  fatte  fissando  coll'alcool  asso- 
luto e  con  l'alcool  metilico. 

a)  Fissazione  coll'alcool  etilico  assoluto. 

Alcool  assoluto  10  minuti,  1  ora,  12  ore;  colorazione  con  liq.  del 
Giemsa  diluito  1 : 20  e  1 :  30  oppure  con  fuxina  anilinica  oppure  con 
rosso  di  Magenta  anilinico  per  1-48  ore;  differenziazione  col  semplice 
lavaggio  in  acqua. 

Risultati.  —  Appare  più  determinata  la  esistenza  di  una  granulosità, 
specialmente  usando  il  liquido  di  Giemsa  come  colorante;  !a  granu- 
losità è  bleu,  fine,  delicata  e  risponde  a  quella  dei  fini  granuli  mobili 
che  si  osservano  a  fresco. 

b)  Fissazione  colValcool  metilico. 

Fissazione  colValcool  metilico  5-10-15-30-60  minuti;  colorazione  coi 
liquido  del  Giemsa  diluito  1:30  per  1-6-12 -24-48  ore;  differenziazione 
col  semplice  lavaggio  in  acqua. 

Risultati.  —  I  preparati  rimasti  più  lungo  tempo  nel  colore  (è 
relativamente  indifferente  la  durata  della  fissazione)  mostrano  abba- 
stanza bene  visibile  la  fine  granulosità  a  granuli  bleu  differenziati 
nelle  cellule  delle  cornee  infette:  in  ogni  caso  è  più  intensa  la  tona- 
nalità  di  colorazione  bleu  dei  granuli,  di  quella  che  si  ottiene  previa 
fissazione  dell'alcool  etilico  ;  questa  granulosità  risponde  a  quella  dei 
fini  granuli  mobili  del  Volpino. 

Fissazione  colValcool  metilico  per  15  minuti  —  Colorazione  coU'az- 
zurro  II  0.80  °ioo  p  1  +  eosina  1:20000  p.  10  per  1-48  ore;  differen- 
ziazione col  semplice  lavaggio  in  acqua. 

Risultati.  —  Nei  preparati  che  hanno  risentito  per  più  lungo  tempo 
l'azione  del  colore  si  osservano  entro  le  cellule  granulazioni  bleu  am- 
massate e  altre  granulazioni  rosse  nel  restante  protoplasma  fitte  e 
uniformemente  sparse.  Aumentando  la  quantità  dell'eosina  anche  le 
prime  appaiono  rosse. 
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Fissazione  coWalcool  metilico  per  lo  minuti.  —  Colorazione  col 
rosso  di  Magenta  anilinico  o  con  la  fuxina  anilinica  per  1-48  ore; 
differenziazione  col  semplice  lavaggio  in  acqua. 

Risultati.  —  Si  nota  specialmente  nelle  cellule  che  posseggono,  co- 
lorando col  Giemsa,  una  corona  periferica  di  granuli  bleu,  anche  col 
rosso  di  Magenta,  una  granulosità  anelliforme  rossoviolacea  periferica. 

Uguale  addensamento  granulare  si  osserva  in  alcune  cellule  contro 
il  nucleo. 

Anche  con  la  fuxina  anilinica  appare  questa  particolare  granulo- 
sità, ma  la  intensa  colorazione  rossa  deUe  cellule  la  rende  poco  bene 
distinguibile. 

Conclusione.  —  Fissando  le  cellule  corneali  con  gli  alcool,  e  colo- 
rando con  varie  soluzioni  coloranti,  ma  soprattutto  con  il  liquido  del 
Giemsa  diluito,  fatto  agire  a  lungo,  appare  una  fine  granulosità  bleu 
a  granulini  differenziati,  la  quale  risponde  a  quelli  che  si  osservano 
mobili  in  vivo. 

L'alcool  metilico  è  quello  che  si  presta  meglio  (1). 

3)  Fissazione  con  liquidi  al  sublimato. 

Ho  adoperato  il  liquido  di  Flemming,  di  Zenker,  illiquido  diGuar- 
nieri,  il  sublimato  idroalcoolico  a  freddo  e  a.  caldo  di  Prowazeck,  il 
liquido  di  Linosay-Jones,  da  me  alquanto  modificato. 

La  fissazione  l'ho  fatta  durare  quanto  indica  Guarnieri  per  lo  se- 
zioni, e  quanto  indicano  Prowazeck  e  Jamamoto  per  la  colorazione 
col  metodo  da  essi  adottato.  Poi  ho  trattato  i  preparati  con  alcool 
iodato,  con  alcool  a  70  semplice,  quindi  con  acqua,  e  poscia  sono 
passato  a  colorare  il  materiale  col  Giemsa  diluito  1  :  30  per  48  ore. 
Ho  quindi  lavato  in  acqua,  lasciato  essiccare  all'  aria  e  incluso  in 
balsamo. 

Risultati.  —  Fissando  col  liquido  di  Flemming  non  è  possibile  scor- 
gere niente  di  granuloso  che  attragga  l'attenzione  nel  protoplasma 
cellulare,  il  quale  ha  un  aspetto  omogeneo,  bleu,  sul  quale  spicca  per 
più  forte  intensità  colorante  il  nucleo.  Anche  adoperando  il  liquido 
debole,  il  risultato  è  identico. 


(1)  Derivandosi  da  queste  ricerche  che  la  fissazione  coli' alcool  metilico 
era  superiore  a  quella  coll'alcool  assoluto,  ho  provati  su  preparati  fissati 
con  quest'alcool  le  altre  sostanze  coloranti  che  nei  filtrati  si  dimostravano 
adatte  a  mettere  in  evidenza  i  granuli,  cioè  il  cristalvioletto,  il  bleu  di 
toluidiiia,  la  pioctanina,  la  tionina,  variando  la  durata  di  immersione  nel 
colore  ed  usandole  in  soluzione  fisica,  anilinica,  acetica,  acquosa,  alcoolica. 
Ho  usato  anche  il  bleu  all'argento  del  Borrel,  il  liquido  di  Leishmann,  ii 
colorante  di  Mann,  il  bleu  di  Unna. 

Ho  osservato  una  granulosità  nelle  cellule,  che  trova  corrispondenza 
con  quella  osservata  nei  preparati  colorati  con  il  Giemsa,  bene  visibile  nei 
preparati  colorati  con  la  tioninat  i  granuli  che  costituivano  ia  granulo- 
sità avevano  una  tendenza  al  viola.  Questa  granulosità  si  legge  ancora 
nei  prepafati  colorati  col  bleu  di  toluidina,  con  la  pioctanina,  col  cristal- 
violetto, con  il  liquido  di  Leishmann  e  di  Unna:  non  la  si  legge  in  quelli 
colorati  con  il  bleu  di  Borrel  e  col  colorante  di  Mann. 
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Fissando  col  liquido  di  Prowazeck-Jamamoto  e  colorando  col  Giemsa 
non  si  osservano  granuli  bleu  differenziabili  in  ammassi  come  nei 
preparati  fissati  coli' alcool  metilico:  nei  preparati  si  trovano  Cito- 
ryctes,  corpuscoli  iniziali;  ma  non  granuli  bleu  ben  distinti. 

Se  si  segue  l' intero  procedimento  usato  dal  Prowazeck,  cioè  fissa- 
zione con  sublimato  idroalcoolico  caldo,  colorazione  col  Giemsa  acetone, 
decolorazione  coll'alcool-acetone,  ecc.,  i  granuli  non  si  colorano.  Se 
invece  dell'acetone  si  adopera  l'alcool  assoluto,  come  mezzo  di  diffe- 
renziazione, appaiono,  e  colorati  in  rosa,  solo  i  granuli  cromidiali 
(Tav.  I,  fig.  11). 

Fissando  col  liquido  di  Ouarnieri,  con  quello  di  Zenker  e  col  li- 
quido Linosay-Iones  modificato  (1).  — Sul  fondo  bleu  del  protoplasma, 
in  cui  spicca  maggiormente  il  nucleo  più  intensamente  colorato,  ap- 
paiono masse  finamente  granulose  colorate  in  bleu  che  risaltano  al- 
quanto sul  fondo  stesso  del  protoplasma  e  che  hanno  le  note  dispo- 
sizioni dei  granuli  vaccinici  osservati  con  la  fissazione  in  alcool 
metilico,  alla  periferia  delle  cellule.  Si  colorano  anche  i  corpuscoli 
iniziali  e  i  Citoryctes. 

Risulta  quindi  da  queste  prove  fatte  con  fissatori  al  sublimato, 
che  il  liquido  di  Flemming  e  il  sublimato  idroalcoolico  di  Prowa- 
zeck e  Jamamoto  non  si  prestano  bene,  mentre  il  liquido  di  Zenker, 
quello  di  Guarnieri  e  quello  di  Linosay-Jones  modificato,  possono 
servire  a  rendere,  specie  i  granuli  che  si  trovano  a  corona  periendo- 
protoplasmatica,  colorabili  col  Giemsa  diluito. 

Ho  anche  provato  ad  aggiungere  a  quesiti  fissatori  altre  sostanze 
e  mi  sono  persuaso  che  le  formule  di  fissatori  contenenti  formalina 
non  si  prestano,  come  non  si  prestano  quelli  in  cui  Yacido  acetico  è 
in  forte  quantità,  che  l'aggiunta  in  quelli  che  non  lo  contengono,  di 
acido  cromico,  anche  al  0.10  %  !i  rende  inadatti  del  tutto.  Infine  ho 
osservato  che  l'acido  osmico,  il  cloruro  di  Pt,  non  sono  nocivi,  anzi 
che  il  cloruro  di  Pt,  in  certi  casi  favorisce  l'azione  del  fissatore  e 
rende  più  agevole  la  successiva  colorazione. 

Ho  finalmente  anche  eseguito  alcune  prove  aggiungendo  ai  liquidi 
fissatori  l'acido  arsonioso  sciolto  a  saturazione  in  alcool  a  96°,  dove  è 
poco  solubile  (2)  e  in  alcool  metilico  e  ho  agguinto  p.  30  di  questa 
soluzione  alcoolica  di  acido  arsenioso  ai  diversi  fissatori,  combinando 


(1)  Ecco  come  io  ho  modificato  questo  liquido: 

Bicromato  potassico  2.5%  cmc.  50;  acido  osmico  1%  cmc.  20;  biclo- 
ruro  di  Hg.  1%  cmc.  25;  acido  acetico  0.5%  cmc.  5. 

Faccio  notare  che  a  pag.  298  degli  Annali  d'igiene,  1909,  nel  lavoro 
del  Licheri,  è  riportata  in  nota  la  composizione  di  questo  liquido  e  in- 
dicata evidentemente  per  errore  di  stampa  la  quantità  di  acido  acetico 
in  cmc.  5,  mentre  andava  stampato  «  cmc.  5  di  una  soluzione  al  0.5%  ». 
Del  resto  nella  stessa  nota  vi  sono  altri  errori:  così  invece  di  «  bicloruro 
di  mercurio  cmc.  25  »  è  stampato  k  bicloruro  di  gelatina  (!)  cmc.  5  ». 

(2)  Ho  tratto  l'idea  di  adoperare  l'acido  arsenioso  dal  liquido  che  il 
Golgi  consiglia  per  fissare  le  cellule  nervose  onde  mettervi  in  evidenza 
l'apparato  reticolare  interno  (Boll.  Soc.  med  -chir.,  Pavia  31  gennaio  1908). 
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insieme  il  cloruro  di  Pt  e  l'acido  arsenioso,  con  risultati  tali  da  per- 
suadermi che  nè  l'uno,  nè  l'altro  di  questi  materiali  ostacolavano  la 
successiva  colorabilità  col  Giemsa,  dei  granuli. 

Tali  prove  vennero  tutte  eseguite  nella  speranza  di  poter  ricavare 
un  metodo  di  fissazione  che  potesse  servire  per  scoprire  i  fini  granuli 
nelle  sezioni. 

Attenendomi  intanto  alle  risultanze  delle  prove  coi  fissatori  al  su- 
blimato, ne  risultano  diversi  fatti  che  meritano  di  essere  notati: 

I.  Non  tutti  i  fissatori  contenenti  sublimato  si  pj'estano  alle  suc- 
cessive colorazioni  di  granuli  col  Giemsa:  il  sublimato  puro,  le  formule 
contenenti  formalina,  quelle  contenenti  molto  acido  acetico  e  quelle 
contenenti  anche  pochissimo  acido  cromico,  non  si  prestano. 

II.  Sostituendo  però  al  liquido  di  Giemsa  altri  liquidi  coloranti, 
nei  preparati  fissati  col  sublimato  puro  e  in  quelli  fissati  con  sublimato 
idroalcoolico  secondo  Prowazeck,  si  può  riuscire  a  colorare  nelle  cel- 
lule la  corona  periendoprotoplasmatica  dei  granuli. 

Ciò  accade  col  rosso  di  Magenta,  fatto  il  quale  dimostra  che  non 
è  indifi^erente,  dopo  avere  usato  'in  dato  fissatore,  ricorrere  ad  una, 
piuttosto  che  ad  un'altra  soluzione  colorante. 

4)  Fissazione  e  mordenzatura  coi  metodi  p^r  ottenere  delle  lacche. 

Più  volte  ho  detto  che  il  metodo  di  Loeffler  è  servito  per  mettere 
in  evidenza  i  granuli  vaccinici  e  vaiolosi. 

Il  procedimento  che  seguivo  primitivamente  era  quello  originale 
del  Loeffler,  che  usavo  unicamente  come  metodo  fissatore  e  morden- 
zatore,  facendo  seguire  la  colorazione  con  diverse  sostanze  colo- 
ranti. 

Applicandolo  così  alla  ricerca  dei  granuli  nelle  cellule  corneali,  la 
difiìcoltà  maggiore  che  incontrava  era  quella  di  rendere  i  granuli  ben 
differenziati  dal  resto  della  cellula,  che  permaneva  intensamente  co- 
lorato. 

Ma  non  vi  ha  dubbio  che  guardando  a  forti  ingrandimenti  e  a  luce 
artificiale  intensa,  costantemente,  nelle  cellule  che  posseggono  i  noti 
ammassi  periendoprotoplasmatici,  questi  si  osservano.  Solo  i  preparati 
non  sono  molto  belli,  qualunque  sia  la  soluzione  di  fuxina  adoperata 
acquosa,  idroalcoolica,  alcoolica,  ar.ihnica,  fenica,  od  anche  alcalina. 

Tentando  la  loro  parziale  decolorazione  con  l'alcool  assoluto  si 
riesce  in  parte  allo  scopo,  specie  se  si  ha  cura  di  sostituirlo  subito 
con  acqua.  Si  raggiunge  anch-^  lo  scopo  facendo  passare  sotto  al  por - 
taoggetti  una  corrente  di  alcool  diluito,  alternata  con  una  corrente 
di  acqua.  In  tal  caso  si  riesce  non  solo  ad  individualizzare  i  granuli 
della  corona  periendoprotoplasmatica,  ma  anche  a  ricevere  la  impres- 
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sione  che  in  ciascun  granulo  ci  sia  una  parte,  la  centrale,  più  colo- 
rata dalla  periferica.  Disgraziatamente  i  preparati  si  scolorano  sotto 
al  campo  microscopico  ed  è  impossibile  di  renderli  permanenti. 

Usando  altri  coloranti,  invece  della  fuxina  anilinica  o  fenica  (non 
serve  la  soluzione  acquosa  o  idroalcoolica)  non  si  migliorano  i  risul- 
tati. Tra  tutti,  ad  ogni  modo,  m'è  apparsa  migliore  la  colorazione 
con  il  rosso  di  Magenta  anilinico. 

A  semplicizzare  il  procedimento  ho  volato  vedere  se  dopo  il  trat- 
tamento col  mordente  di  Loffler  (10  cmc.  soluz.  alcol,  satura  di  fu- 
xina +  50  cmc.  di  soluzione  satura  a  freddo  di  solfato  ferroso 
-|-  100  cmc.  di  soluzione  di  tannino  al  20%)  a  caldo  per  ^-1  m.,  e 
il  successivo  lavaggio  in  acqua,  si  potesse  non  fare  il  passaggio  nel- 
l'alcool assoluto  o  fosse  meglio  sostituirlo  con  alcool  metilico  ed  ho 
trovato  che  la  soppressione  dell'alcool  non  si  può  fare  perchè  diviene 
poi  impossibile  leggere  i  preparati,  e  che  la  sostituzione  dell'alcool 
metilico  è  raccomandabilissima  perchè  i  granuli  si  vengono  a  colorare 
bene  nella  soluzione  di  fuxina. 

Inoltre  ho  notato  che  l'azione  della  soluzione  colorante  (la  migliore 
è  la  fuxina  carbolica)  è  bene  duri  molto,  per  es.  8-12  ore,  a  tempe- 
ratura ordinaria,  così  si  ha  maggiore  vantaggio  nella  successiva  dif- 
ferenziazione col  lavaggio  in  acqua. 

Infine  ho  veduto  che  qualora,  prima  di  procedere  alla  colorazione 
col  metodo  di  Loffler  seguendo  le  indicazioni  scrittemi  dal  Paschen,  si 
tengano  i  preparati  immersi  in  acqua,  si  incorre  in  un  grave  incon- 
veniente, che  è  quello  che  i  granuli  fuoriescano  dalle  cellule,  sicché 
riesce  molto  difficile  e  raro  di  poter  poi  scoprire  in  esse  gli  accumuli 
granulosi  caratteristici  anche  alla  periferia  del  protoplasma,  sui  quali 
si  riesce  specialmente  a  fissare  l'attenzione  nei  preparati  meglio  riu- 
sciti col  metodo  del  Loffler. 

Él  questo  il  motivo,  secondo  me,  per  il  quale  Prowazeck  e  Jama- 
moto  usando  il  metodo  del  Paschen  non  descrivono  gli  ammassi  gra- 
nulari colorati,  nell'interno  delle  cellule  e  fissano  sempre  più  la  loro 
attenzione  sui  granuli  estracellulari. 

Invece  ho  trovato  ottimo  il  suggerimento  del  Paschen  e  del  Prowazek 
di  tenere  i  preparati  prima  di  passarli  nel  mordente  del  Loffler,  in  alcool 
assoluto  per  12-24  ore  e  per  mio  conto  consiglio  di  sostituire  all'alcool 
assoluto  l'alcool  metilico  il  quale  basta  agisca  per  15  minuti  o  tutto 
al  più  per  un  ora.  I  granuli  si  colorano  in  seguito  molto  meglio. 
Inoltre  invece  di  portare  il  mordente  a  60°  è  utile  tenere  i  preparati 
a  temperatura  ordinaria  ^-1  ora  nel  mordente  e  nella  soluzione  co- 
lorante non  5  minuti,  a  éO'',  ma  8-12  ore  a  temperatura  ordinaria. 
Per  la  buona  fattura  del  preparato  è  bene  che  i  vetrini  siano  posti 
verticalmente  nei  liquidi  relativi. 

Nei  preparati  resta  specialmente  bene  individualizzata  la  massa 
granulare  specifica  nel  protoplasma  (v.  tav.  II,  fig.  8). 

Faccio  notare  che  invece  di  usare  il  mordente  di  Loffler,  si  pos- 
sono usare  altre  formole  di  mordenti  sempre  nel  concetto  di  formare 
delle  lacche. 

Ho  adoperato  le  seguenti  sostanze  unite  o  separate,  con  l'aggiunta 
di  soluzione  alcoolica  satura  di  fuxina:  acetato  di  ferro  diluito  +  acido 
tannico  ;  bicromato  di  potassio  -f-  tintura  di  campeggio  +  acido  acetico 
diluitissimo;  bicloruro  di  ferro  +  ferrocianuro  di  potassio;  acetato  di 
ferro  +  tintura  di  legno  di  campeggio  ;  acido  cromico  +  solfato  cu- 
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proammonico ;  acido  tannico  +  allume  di  ferro;  ed  ho  ottenuto  buoni 
risultati  con  le  lacche  nelle  quali  non  si  trovava  acido  cromico  e  con 
quelle  in  cui  l'acetato  di  ferro  era  molto  diluito. 

È  sempre  però  preferibile  usare  il  mordente  dal  Lòffler. 

Ho  infine  sostituito  alla  fuxina  altre  sostanze  coloranti  che  già 
coloravano  i  granuli  nei  filtrati  con  altri  procedimenti,  come  il  cre- 
silvioletto,  la  pioctanina,  il  bleu  di  toluidina,  il  rosso  di  Magenta,  ed 
i  migliori  risultati,  comparabili  a  quelli  che  si  ottengono  con  la  fuxina, 
li  ho  ottenuti  con  il  rosso  di  Magenta.  (V.  tav.  II,  fig.  9).  Usando 
il  Giemsa  dopo  il  trattamento  col  liquido  di  Lòffler,  è  molto  difficile 
ottenere  in  sulle  prime  differenziati  i  granuli  perchè  tutto  il  materiale 
che  si  colora,  resta  tinto  in  bleu:  però  lavando  a  lungo  con  acqua 
si  osserva  specialmente  la  corona  periendoprotoplasmatica.  In  tal 
caso  i  granuli  appaiono  appena  più  grossi  di  quelli  che  si  osservano 
con  lo  stesso  Giemsa  previa  fissazione  col  solo  alcool  metilico.  Serve 
anche  il  bleu  di  NicoUe,  il  liquido  di  Leishmann,  il  bleu  di  Unna. 
Altre  sostanze  coloranti  non  servono  affatto,  come  il  bleu  Borrel  al- 
l'argento e  il  colorante  del  Mann. 

Conclusione.  —  Coi  procedimenti  atti  ad  ottenere  delle  lacche  e 
preferibilmente  col  metodo  Lòffler,  seguito  dall'azione  dell'alcool  as- 
soluto etilico  o  metilico,  si  rendono  colorabili  i  granuli  vaccinici  en- 
docòrneali  con  molte  sostanze  tra  cui  la  migliore  è  la  fuxina  in  so- 
luzione carbolica.  Tanto  il  mordente  che  il  colorante  se  a  freddo, 
come  è  più  consigliabile,  debbono  agire  a  lungo;  se  a  caldo,  come 
consiglia  Paschen,  pochissimo  tempo.  Inoltre,  ripeto  va  evitata  la  pre- 
cedente immersione  dei  preparati  in  acqua  distillata  consigliata  da 
Paschen  e  da  Prowazeck,  perchè  in  seguito  a  questa  immersione 
scompare  il  reperto  granulare  endocellulare  per  divenire  extracel- 
lulare. 

5)  Impregnazione  all'argento. 

Di  per  sè  soli  i  metodi  di  impregnazione  all'argento  non  mi  hanno 
mai  dato  la  colorazione  nera  dei  granuli  nelle  cellule,  dimodoché  ho 
tratto  la  convinzione  che  nessuno  di  essi  serve  allo  scopo.  So  i  gra- 
nuli si  vogliono  mettere  in  evidenza,  occorre  dopo,  colorarli  e  la  co- 
lorazione migliore  a  me  è  venuta  col  bleu  di  Nicolle.  I  metodi  ado- 
perati furono  quelli  di  Volpino  e  di  Levaditi. 

Ho  provato  anche  altri  metodi  così  detti  fotografici  tra  cui  spe- 
cialmente quello  proposto  da  Amato  per  la  colorazione  delle  ciglia 
dei  batteri  {Lo  sperimentale  1909)  adoperato  da  Pollacci  e  Cannata 
(Boll.  Ospedali  Palermo,  1909,  fase.  I,  La  mobilità  e  le  ciglia  del  mie. 
melitense)  ma  senza  risultato. 

Conclusione,  —  Coi  metodi  di  impregnazione  all'argento  nelle  cel- 
lule corneali  inficiate  di  virus  vaccinico,  i  granuli  specifici  mobili  non 
si  colorano  in  nero  e  quindi  i  granuli  neri  osservati  da  altri  studiosi 


persino  nelle  sezioni  di  pustole,  non  sono  i  granuli  vaccinici  specifici. 
Il  Paschen  che  applicò  precisamente  questo  metodo  alla  ricerca  dei 
granuli  nelle  sezioni  di  pustole  di  vitelle  {Miinch.  med.  Wo'-h.,  pag.  1974, 
1907)  non  ha  evidentemente  colorati  granuli  specifici  (1). 

II.  —  Studio  sui  decoloranti. 

Fin  qui  ho  esposto  i  dati  relativi  ai  fissatori  sperimentati. 

Vediamo  ora  che  cosa  risulta  dello  studio  eseguito  sui  decoloranti, 
i  quali  ho  specialmente  sperimentato  sui  preparati  fissati  o  coll'alcool 
metilico,  o  con  liquidi  contenente  sublimato  o  mordenzati  col  metodo 
Lòffler. 

Anzitutto  dirò  che  ho  prolungato  il  lavaggio  nell'acqua,  usato  l'alcool 
assoluto  e  diversi  olii  dando  la  preferenza,  tra  questi  ultimi,  per  le 
risultanze  ottenute  nei  preparati  colorati  col  metodo  Lòffler,  all'olio 
di  garofani,  le  prove  fatte  coli' olio  di  anilina  dal  Licheri  {Ann.  Igiene, 
Roma,  1909)  sui  granuli  extracellulari,  avendomi  persuaso  che  estese 
a  granuli  endocorneali  non  davano  che  mediocri  risultati.  Tra  tutti 
questi  mezzi  di  differenziazione  la  preferenza  va  data  all'alcool  as- 
soluto, purché  in  precedenza  la  colorazione  del  materiale  sia  durata 
a  lungo. 

Noto  che  tentativi  di  differenziazione  eseguiti  anche  sotto  al  campo 
jiiicroscopico  in  quei  preparati  fissati  con  liquidi  che  non  parevano 
aver  permesso  la  colorabilità  dei  granuli,  sono  riusciti  negativi. 

Ho  al  riguardo  particolarmente  insistito  sui  preparati  fissati  col 
Flemming  e  colorati  col  Rosso  di  Magenta-picroindigocarminio,  dato 
il  sospetto  del  Burnet  che  Borrel  avesse  colorato  il  virus  vaccinico; 
ma  senza  risultato. 

Aggiungo  anche  che  sostituendo  alla  decolorazione  coll'alcool,  quella 
coll'alcool-acetone,  o  coll'acetone  puro  preconizzata  dal  Prowazeck 
nelle  sue  colorazioni  col  metodo  di  Giemsa  per  sezioni,  i  risultati 
sono  stati  ugualmente  negativi. 


(1)  Ecco  quanto  scrive  il  Paschen:  Der  Trdger  dea  Gontagiums  der 
Variola  u.  d.  Vaccine),  riportato  anche  da  Prowazech  Hand.  d.  Path. 
l'rot.,  pag.  l'24,  1911)  Die  Levaditi-Methode  ergab  bei  der  Kalbspustel 
und  der  goimpfto  Kaninchencornea  sehr  eigentiimliche  Befunde.  An  den 
'iienzen  der  Reizzone  des  Kalbspustel  in  einer  Aniiàfung  von  Lymphe 
eine  ungeheurere  Menge  kleinster,  schwarz  gefarbter  Kòrperclien,  die 
ànhliche  Verhaltnisse  zeigten  wie  bei  den  Ausstrichon.  In  den  Kaninchen- 
c  irnea  fanden  sich  sehr  Zahlreiche  klein  Kòrperchen  mit  einem  Hof 
uragenben;  ausserdem  den  Kern  einbuchtend  ovale  Gebilde  mit  scharfen 
Kanten  in  der  Mitte  ein  schwarzes  Korn  und  grossere,  bei  denen  zentral 
sechs  schwarze  Kòrpe;  ehen  gezahlt  werden  konnben,  um  dieselbe  eine 
iingefàrbte  Zone  ».  Egli  del  resto  aveva  già  parlato  delle  risultanze  del 
metO'Jo  di  L'bVaditi,  fin  dal  1906  nella  Mùnch.  med.  Woch.,  pag.  2391. 
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La  differenziazione  per  mezzo  dell'alcool-acetone  nei  preparati  trat- 
tati con  diversi  mezzi  di  fissazione  iìgq  dando  garanzia  di  lasciar  colorati 
i  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  nelle  cellule,  col  Giemsa  o  con  altro 
colorante,  mi  ha  indotto  a  ritenere  che  l'acetone  è  inadatto  e  quindi 
che  il  Prowazeck  non  poteva  nel  materiale  vaioloso,  e  tanto  meno  in 
sezioni,  applicando  i!  metodo  Giemsa-acetone  aver  colorati  granuli 
rispondenti  a  quelli  mobili  in  vivo  (I).  Trovai  invece  molto  bene 
colorabili  i  corpuscoli  iniziali. 

L'azione  decolorante  dell'alcoo!  etilico  assoluto  deve  esser  brevis- 
sima, seguita  dal  passaggio  in  xilolo  e  poi,  subito  dopo,  dall'inclu- 
sione in  balsamo. 

Riporto  i  risultati  ottenuti  con  questo  mezzo  di  differenziazione 
nede  cellule  corneali  inoculate  con  virus  vaccinico,  colorate  col  liquido 
di  Giemsa  o  coli'  azzurro  II  e  l' cosina  AG,  previa  fissazione  con 
liquidi  contenenti  sublimato  o  con  l'alcool  metilico. 

1.  Nei  preparati  fissati  col  liquido  del  Guai-neri  (V.  Tav.  II,  fig.  5), 
gli  elementi  cellulari  sani  appaiono  colorati  col  Giemsa  in  bleu,  e  il 
nucleo  piìl  intensamente  del  protoplasma:  quelli  alterati  appaiono 
col  protoplasma  poco  colorabile,  sempre  con  tonalità  bleu  nella 
quale  si  intravede,  e  neppur  sempre,  una  suffusione  leggermente 
rosea.  In  queste  cellule  si  trovano  colorati  in  bleu  i  granuli  vaccinici 
generalmente  verso  la  periferia  del  protoplasma  in  un  accumulo  a 
semiluna  o  a  ciambella  più  o  meno  densa  di  granuli. 

2.  Nei  preparati  fissati  col  liquido  di  Zenker  gli  elementi  epiteliali 
non  infetti  si  mostrano  colorati  col  Giemsa  con  nucleo  violaceo  e 
con  protoplasma  di  una  tonalità  bleu  uniforme;  quelli  infetti  (V.  Tav. 
II,  fig.  4),  invece,  presentano  masse  granulari  nettamente  bleu,  diffe- 
renziate attorno  al  bordo  del  protoplasma,  al  nucleo  od  anche  in 
masse  isolate  nói  protoplasma. 

3.  Nei  preparati  fissati  con  il  liquido  al  bicromato  potassico  -j-  acido 
osmico  +  bicloruro  di  mercurio  acido  acetico  (V.  più  indietro  la 
formula  in  nota)  da  me  usato,  gli  elementi  cellulari  sani  appaiono 
colorati  coll'azzurro  II  e  l'eosina  AG,  di  un  bleu  palHdo  ma  vivo,  sul 
quale  spicca  per  più  intensa  colorazione  il  nucleo:  il  protoplasma  di 
questi  elementi  è  massivamente  e  finissimamente  granuloso.  Gli  ele- 
menti cellulari  infetti  (V.  Tav.  II,  fig.  1  e  2),  presentano  invece  delle 
massoline  di  granuli  bleu  attorno  al  nucleo  o  alla  periferia  del  pro- 
toplasma nelle  note  disposizioni  che  hanno  questi  granuli  in  vivo. 

4.  Nei  preparati  fissati  coWalcool  metilico  nelle  cellule  sane  il  pro- 
toplasma è  leggermente  roseo,  quasi  omogeneo,  o  almeno  massiva- 
mente, finissimamente  granuloso,  il  nucleo  è  più  o  meno  intensamente 


(1)  Non  posso  a  meno  di  far  qui  notare  che  Prowazeck  crede  alla 
possibilità  di  differenziare  i  corpuscoli  vaccinici  dalle  granulazioni  eosi 
nofile,  a  mezzo  dell'acetone  «  Die  eosinophilen  Granulationen  werden  bei 
Bin;v  làngeren  Acetondifferenzierung  friiher  enfàrbt  als  die  Viruskòrper- 
cken  ».  {Hand.  d.  path.  Frolozoen,  p.  124,  1911).  E'  troppo  chiaro  che  i 
corpuscoli  cui  egli  si  riferisce  e  da  cui  differenzia  le  granulazioni  eosinofile 
non  sono  i  corpuscoli  del  Volpino,  ma  altri  corpuscoli,  perchè  quelli  del 
Volpino  non  si  colorano  con  il  metodo  surriferito,  e  anche  se  si  colorassero, 
l'acetone  li  scolorirebbe. 
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colorato  in  rosso  carminio.  Nelle  cellule  infette  (V.  Tav.  I,  fig.  2-5), 
appare  invece  una  granulosità  a  granuli  bleu  o  alla  periferia  del 
protoplasma  o  nel  protoplasma  o  attorno  al  nucleo,  bene  visibili  ed 
individua lizzabili,  specialmente  se  si  usano  procedimenti  di  colora- 
zione ben  studiati  nei  singoli  tempi,  come  riferirò  alla  fine  del  pre- 
sente lavoro. 

D.  —  Procedimenti  speciali  per  colorare  i  fini  granuli  vaccinici 

e  vaiolosi. 

Le  risultanze  ottenute  riguardo  al  valore  dei  vari  metodi  di  fissa- 
zione, colorazione  e  decolorazione  applicati  alle  cellule  corneali  dei 
conigli  inficiate  di  virus  vaccinico,  mi  hanno  permesso  di  metter  in- 
sieme diversi  procedimenti  che  si  prestano  assai  bene  a  porre  in  evi- 
denza i  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  nelle  cellule  corneali  dei  conigli. 

Prima  di  esporli  faccio  però  rilevare  che  quando  si  procede  a  un 
qualsiasi  metodo  di  colorazione  se  si  vogliono  osservare  i  granuli 
endocellulari,  occorre  evitare  la  immersione  dei  preparati,  prima 
della  fissazione,  in  acqua  distillata:  se  la  si  fa  precedere,  i  granuli 
fuoriescono  dalle  cellule.  Ciò  che  ho  già  rilevato  a  proposito  del 
metodo  del  Lòfìler,  il  quale  perciò,  come  consigliano  di  adoperare, 
Paschen  e  Prowazeck,  non  permette  di  osservare  che  granuli  estra- 
cellulari.  E  lo  stesso  ora  ripeto  a  proposito  del  metodo  della  fissazione 
umida  con  sublimato  caldo,  usata  pure  dal  Prowazeck,  poiché  ho 
notato  che  se  non  si  lascia  essiccare  prima  il  materiale  sul  vetrino, 
con  questo  procedimento  buona  parte  dei  granuli  fuoriescono  dalle 
cellule  anche  se  dopo  si  colora  con  una  soluzione  colorante  atta  a 
tingere  i  granuli  previa  fissazione  al  sublimato  puro. 

Ciò  posto,  ecco  le  metodiche  da  me  proposte. 

1°  Procedimento. 

Metodo  di  colorazione  al  Rosso  di  Magenta-picroindigocarminio,  prece- 
duto dalla  fissazione  con  sublimato  idroalcoolico. 

Ragioni  del  procedimento.  —  Gli  studi  sui  fissatori  mi  avevano 
condotto  a  trovare  che  fissando  col  liquido  di  Flemming  usato  dal 
Borrel,  i  granuli  non  si  coloravano  col  Rosso  di  Magenta,  mentre 
fissando  col  sublimato  idroalcoolico,  la  colorabilità  dei  granuli  con 
questo  colore  si  otteneva. 

Combinai  perciò  la  fissazione  col  sublimato  idro-alcoolico  secondo 
Prowazeck  con  la  colorazione  al  Rosso  di  Magenta-picroindigocar- 
minio, secondo  Borrel. 

Metodica.  —  I  preparati  si  essicchino  bene  all'aria,  e  si  immer- 
gano in  soluzione  di  sublimato  idroalcoolico  (alcool  al  90  %)  diluito 
con  due  terzi  di  acqua,  per  un'ora  a  caldo  (il  termometro  è  bene  non 
segni  oltre  50°). 
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Si  lava  in  acqua,  si  passa  in  alcool  jodato  per  mezz'ora,  si  lava 
in  alcool  a  70'  e  poi  in  acqua  distillata.  Si  passa  in  soluzione  di 
Rosso  di  Magenta  in  acqua  di  anilina  o  anche  fenica  per  24-48  ore, 
a  temperatura  di  termostato  e  senza  lavare,  si  passa  in  picroindigo- 
carminio  (2  volumi  di  soluzione  conc.  di  carminio  indigo  -|-  1  volume 
di  soluzione  satura  di  acido  picrico  in  acqua)  per  5  miuuti. 

Si  lava  rapidamente  in  acqua,  si  passa  brevemente  in  alcool  asso- 
luto, poi  in  xilolo  e  quindi  in  balsamo. 

Risultati.  —  (V.  Tav.  II,  fig.  6"^).  Le  cellule  infette  si  presentano 
di  una  tonalità  verde-giallognola  laddove  il  protoplasma  è  idropizzato: 
nelle  altre  parti  il  protoplasma  ha  una  tinta  bleu  intercalata  qua  e 
là  da  tinte  rosee  appena  marcate.  I  nuclei  sono  di  un  colorito  bleu, 
e  in  alcuni  punti  con  tendenza  al  rossiccio.  I  granulini  sono  colorati 
così  in  scuro,  da  apparire  a  prima  vista  del  tutto  bruni.  Sono  am- 
massati alla  periferia  del  protoplasma,  a  gruppi  singoli,  presso  il 
nucleo,  ecc.,  e  sono  sovratutto  bene  individualizzabili  negli  stessi 
ammassi,  perchè  i  preparati  sono  nitidi  e  facilmente  leggibili  (1). 

IP  Procedimento. 

Metodo  di  colorazione  coW Azzurro  II  -\-  Eosina  AG  previa  fissazione 
coll'alcool  metilico  con  cloruro  di  fiatino. 

Ragioni  del  procedimento.  —  Gli  studi  eseguiti  sui  fissatori,  mi 
avevano  condotto  a  trovare  che  il  cloruro  di  Platino  favoriva  il 
potere  fissatore  di  diversi  liquidi;  pensai  quindi  di  aggiungerlo  al- 
l'alcool metilico  che  mi  risultava  il  migliore  tra  i  fissatori  dei  gra- 
nuli. E  poiché  dalle  prove  di  colorazione  fatte  previa  questa  fissa- 
zione, il  migliore  colorante  si  mostrò  la  miscela  di  Azzurro  II  0. 8  ° 
p.  1  +  Eosina  AG.  :  10,000  —  1  : 20,000  p.  10,  così  propongo  questo 
procedimento,  il  quale  ha  tra  gli  altri  il  vantaggio  di  lasciare  durare 
molto  più  a  lungo  colorati  in  bleu  i  granuli  nei  preparati  perma- 
nenti. 

Metodica.  —  I  preparati  si  tengono  in  alcool  metilico  p.  90  +  clo- 
ruro di  Platino  al  1  %  p.  10  per  15  minuti  ;  si  lavano  in  acqua 
distillata;  si  colorano  tenendoli  immersi  nella  mescolanza  già  detta 
Azzurro  II  +  Eosina  AG.  per  72  ore;  si  lavano  quindi  in  acqua 
distillata;  si  passano  brevemente  in  alcool  etilico  assoluto  (colorato 
leggermente  con  la  eosina  se  si  vuole  ottenere  una  buona  colorazione 
di  contrasto),  quindi  in  xilolo  e  poi  in  balsamo. 


(l)  Noto  che  si  potrebbe  pensare  che  questi  granulini  riflettessero  i  gra- 
nuli di  origine  citorictica;  ma,  il  modo  di  presentarsi  ad  accumuli  nei  siti 
in  cui  trovano  i  granuli  mobili,  in  vivo,  il  loro  numero  spesso  grandissimo 
nelle  cellule  infette,  la  uniformità  dei  loro  diametri,  non  permettono  di 
confonderli. 
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Risultati  (Tav.  \,  fig.  6-9).  —  11  protoplasma  delle  cellule  è  di  un 
colorito  rosa  pallido,  il  nucleo  rosso-carminio;  1  granuli  bleu  entro  il 
protoplasma  o  attorno  al  nucleo,  in  ammassi  con  diversa  intensità  co- 
lorante nei  singoli  granuli,  ma  bene  differenziabili,  di  forma  rotonda. 

Con  questo  procedimento  si  riceve  l'impressione  che  i  granuli  ap- 
paiono più  grandi  che  con  tutti  gli  altri  metodi. 

Noto  che  serve  anche  molto  bene  il  solo  azzurro  II:  in  tal  caso 
però  la  colorazione  fondale  del  preparato  resta  bleu. 

IIP  Procedimento. 

Metodi  di  colorazione  con  i  liquidi  di  Unna,  di  Leishmann,  di  Oiemsa 
previa  fissazione  con  Valcool  metilico. 

Veramente  più  che  di  un  solo  procedimento  si  tratta  di  tre  pro- 
cedimenti, quasi  ugualmente  da  condursi  rispetto  alla  tecnica,  ma  con 
tre  diversi  coloranti,  dei  quali  come  vedremo,  uno,  quello  in  cui  si  usa 
il  liquido  di  Giemsa,  è  il  migliore. 

Ragioni  del  procedimento.  —  Gli  studi  sai  fissatori  mi  avevano  por- 
tato a  trovare  che  l'alcool  metilico  è  quello  che  si  presta  meglio  e  che 
ha  anche  applicazione  più  diffusa,  vari  essendo  poi  i  colort  usabili 
per  i  granuli. 

Quelli  fatti  sui  coloranti,  mi  avevano  dimostrato  che  il  liquido  di 
Unna,  il  liquido  di  Leishmann  permettevano,  come  il  liquido  del  Giemsa, 
che  l'alcool  assoluto  adoperato  dopo  come  declorante,  scolorisse  il 
territorio  cellulare  lasciando  colorati  i  granuli. 

Pensai  perciò  di  accoppiare  alla  fissazione  coli' alcool  metilico  oltre 
che  la  colorazione  col  Giemsa,  quella  con  il  liquido  di  Unna  e  di 
Leishmann. 

Solo  a  proposito  di  quest'ultimo  aggiungerò  che  fui  anche  con- 
dotto a  usarlo  e  a  proporne  l'uso  per  il  fatto  che  essendo  una  solu- 
zione di  colore  in  alcool  metilico  potevano  essere  eliminati  alcuni 
momenti  della  tecnica,  come  si  vedrà,  nella  metodica  riguardante  il 
procedimento  col  liquido  di  Leishmann. 

Fissazione  coWalcool  metilico:  colorazione  col  bleu  policromo  di  Unna. 

Metodica.  —  I  preparati  per  impronta  si  lasciano  essiccare  all'aria; 
si  immergono  in  alcool  metilico  per  15  minuti  ;  si  lasciano  asciugare 
poggiandoli  in  posizione  verticale  sopra  un  foglio  di  carta  bibula;  si 
colorano  quindi  tenendoli  immersi  nel  colore,  che  deve  esser  neutro, 
per  24  ore,  si  lavano  in  acqua  distillata,  si  asciugano  con  carta  bi- 
bula, si  immergono  per  pochi  secondi  in  alcool  assoluto  etilico,  si 
passano  in  xilolo  e  poi  si  includono  in  balsamo. 
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Risultati  (Tav.  II,  fig.  7).  —  Le  cellule  infette  si  presentano  con 
protoplasma  colorato  con  tonalità  ove  rosea  ove  grigio-bluastra,  di 
cui  la  prima  alcune  volte  appena,  altre  volte  più  marcata;  il  nucleo 
è  di  un  colorito  rosso-violaceo.  I  granuli  presentansi  colorati  in  bleu 
con  tendenza  al  verdognolo.  Si  trovano  al  solito  presso  il  contorno 
cellulare,  presso  il  nucleo,  nello  spessore  del  protoplasma. 

Fissazione  colValcool  metilico,  colorazione  col  liquido  di  Leishmann. 

Metodica.  —  I  preparati  per  impronta  si  lasciano  essiccare  all'aria; 
si  immergono  per  10-15  minuti  in  alcool  metilico,  quindi  si  tolgono 
fuori  e  sgocciolando  l'alcool  metilico  da  essi,  si  pongono  in  vaschette. 
Ogni  vaschetta  deve  contenere  un  preparato,  in  modo  che  resti  so- 
speso a  qualche  altezza  dal  fondo  della  provetta  col  materiale  ri- 
volto all'ingiù.  Si  introduce  il  colore  (1)  nella  vaschetta  fino  a  rico- 
prire tutto  il  vetrino  e  si  lascia  agire  per  10-15  minuti.  Quindi  si 
aggiunge  acqua  distillata  fino  a  che  si  vede  formarsi  un  precipitato 
granulare:  Allora  si  lascia  la  preparazione  immersa,  coprendo  la  va- 
schetta, per  24-48  ore.  Poi  si  toglie,  si  lava  in  acqua  distillata,  si 
decolora  brevemente  in  alcool  assoluto  e  quindi  si  passa  in  xilolo  e 
poi  in  balsamo. 

Risultati  (Tav.  II,  fig.  3).  —  Il  piotoplasma  delle  cellule  si  colora 
in  bleu  chiaro;  più  colorato  appare  il  nucleo  del  protoplasma  cellulare.  I 
granuli  sono  ben  differenziabili,  nei  soliti  aggruppamenti;  più  ancora, 
con  questo  procedimento  pare  evidente  in  molte  cellule  la  loro  loca- 
lizzazione in  corrispondenza  del  nucleo.  Essi  sono  di  un  colorito  bleu 
più  intenso  del  protoplasma,  quasi  della  stessa  tonalità  del  colorito 
del  nucleo  e  si  trovano  nelle  solite  disposizioni  nel  protoplasma.. 

Fissazione  colValcool  metilico,  colorazione  col  liquido  di  Oiemsa  {Grii- 
bler). 

Faccio  notare  che  le  numerose  prove  eseguite  per  raggiungere  lo 
scopo  di  ottenere  preparati  con  granuli  bene  differenziati,  si  raggiunge 
con  facilità  col  procedimento  che  riferisco  e  che  rappresenta  il  per- 
fezionamento di  altri  già  da  me  pubblicati,  dopo  averli  non  una,  ma 
molte  volte  controllati  in  ciascun  tempo. 

La  metodica  pubblicata  nel  Boll,  della  Società  cultori  Scienze  med.  e 
naturali  (Cagliari,  2  aprile  1910),  era  già  più  perfezionata  di  quella, 
che  pure  era  ottima,  pubblicata  negli  Annali  d'Igiene  Boma,  1910, 


(1)  Per  la  colorazione  col  Leishman  ho  adoperato  la  soluzione  satura 
in  alcool  metiUco  della  polvere  che  si  ottiene  col  noto  procedimento  di 
Leishmann  mescolando  bleu  di  Grùbler  reso  alcalino,  ecc.,  con  la  soluzione 
all'I  °/oo  di  eosina  {The  application  of  Romanowsky' s  stain,  in  Malaria. 
British.  med.  Journal,  I,  1901)  diluito  al  decimo  con  alcool  metilico  come 
è  indicato  in  tutti  i  trattati. 
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nel  lavoro  sali'  «  Etiologia  del  vaiolo  umano  ».  La  presente  è  la 
stessa  ancora  più  vagliata,  per  cui  è  quanto  di  meglio  io  possa  coa- 
si?liare.  Essa  va  eseguita  nei  seguenti  tempi: 

1°  essiccamento  all'aria  dei  preparati,  che  debbono  essere  fatti 
per  impronta  da  cornee  inoculate  coll'ago  da  tatuaggio; 

2°  fissazione  dei  preparati,  appena  essiccati  all'aria,  in  alcool 
metilico  puro  per  la  durata  minima  di  5  e  massima  di  60,  media  di 
15  minuti  ; 

3°  asciugamento  dei  preparati  fìssati  poggiandoli  per  una  costola 
sopra  un  foglio  di  carta  bibula,  quindi  iti  posizione  quasi  verticale  ; 

4°  immersione  dei  preparati  nel  liquido  colorante,  rappresentato 
da  liquido  di  Giemsa  (Griibler)  diluito  con  acqua  distillata  nei  rap- 
porti di  1  a  20  od  anche  più  semplicemente  di  1  a  10  (1)  in  modo 
che  la  parte  rispondente  al  materiale  guardi  in  basso,  ciò  che  si  ot- 
tiene ponendo  i  preparati  fatti  su  coproggetti  entro  le  vaschette  di 
vetro  a  incavo  capaci  di  un  solo  vetrino; 

5°  collocamento  dei  recipienti,  dopo  coperti,  contenenti  il  colore 
ed  i  preparati,  nel  termostato  e  30°-32°  per  48  ore  o  a  temperatura 
ordinaria  per  72  ore:  nel  primo  caso  si  lutino  bene  i  coperchi  per 
evitare  che  il  liquido  colorante  si  concentri  eccessivamente  o  anche 
il  vetrino  resti  a  secco;  nel  secondo  basterà  bagnare,  con  la  stessa 
soluzione  colorante,  la  superficie  del  vetrino  che  poggia  sull'orlo 
di  ciascuna  vaschetta,  cui  fa  da  coperchio  ; 

6°  lavaggio  e  viraggio  in  acqua  comune:  perciò  i  preparati  co- 
lorati si  afferrano  con  una  pinza  si  sciacquano  in  acqua  comune  e 
si  lasciano  finalmente  cadere  nella  bacinella  contenente  quest'acqua 
in  modo  che  la  parte  sporca  di  materiale  guardi  in  alto  :  quivi  si 
mantengono  per  un  tempo  variabile  a  seconda  dello  spessore  del  pre- 
parato (in  genere  bastano  due  minuti)  ma,  se  il  preparato  contiene 
per  combinazione  dei  pezzetti  di  epitelio  occorrerà  tenerveli  di  più, 
15  e  in  qualche  caso  anche  30  minuti  ; 

7°  lavaggio  dei  preparati  (provenienti  dal  trattamento  con  acqua 
comune),  in  acqua  distillata,  sbattendoveli  dentro  senz'abbandonarli: 
5,  10,  15  minuti  secondi  di  solito  sono  sufficienti; 

8°  asciugamento  dei  preparati  estratti  dall'acqua  distillata,  sco- 
landoli prima  sopra  un  foglio  di  carta  bibula  e  poi  passando  legger- 
mente la  stessa  carta  su  di  essi  ; 

9°  differenziazione  immediata,  immergendoli  prima  in  un  va- 


(1)  Si  noti  questa  modifica  ai  metodi  precedenti,  consistente  nell' usare 
meno  diluito  li  liquido  del  Giemsa. 
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setto  e  poi  in  un  altro  contenenti  tutti  e  due  alcool  etilico  as- 
soluto, tenendoli  sospesi  nel  liquido  afferrati  con  la  pinza  e  agitan- 
doveli  per  la  durata  complessiva  di  pochi  secondi  5,  10,  o  anche 
15  a  seconda  dello  spessore  della  preparazione  (se  è  sottile  e  ben 
colorata  5  sono  più  che  sufficienti)  e  persino  30  in  casi  eccezionali 
e  come  massimo  ; 

10°  passaggio  dal  secondo  recipiente  contenente  alcool  assoluto, 
in  cui  il  materiale  si  è  disidratato,  direttamente  in  xilolo  (il  passaggio 
in  alcool-xilolo  si  può  fare,  ma  bisogna  stare  bene  attenti  che  poi 
non  si  decolori  troppo  il  materiale)  per  2,  3  minuti  e  quindi 

11°  inclusione  in  balsamo. 

Risultati.  —  Questo  procedimento  conduce  a  ottenere  preparati 
nitidi,  leggibili  per  molto  tempo  (a  lungo  andare  solo  il  colorito  bleu 
dei  granuli  si  attenua  e  scompare),  con  risultati  sicuri. 

Le  cellule  appaiono  con  protoplasma  colorato  in  rosa,  con  nucleo 
colorato  in  rosso  carminio.  Nel  protoplasma  o  attorno  al  nucleo  i 
granuli  vaccinali  appaiono  coloriti  con  un  bel  tono  bleu,  nei  loro 
caratteristici  ammassi,  nei  quali  sono  anche  bene  spesso  persino  in- 
dividualizzabili  l'uno  dall'altro.  (Tav.  I,  fìg.  2-3  granuli  vaccinici  ; 
4,  5  granuli  vaiolosi. 

È  necessario  però,  seguire  la  tecnica  come  io  l'ha  descritta  e  ciò 
sopratutto  per  evitare  o  che  i  granuli  si  scolorino  o  che  appaiano 
colorati  i  granuli  cromidiali.  Una  troppo  prolungata  dimora  negli 
alcool  conduce  alla  decolorazione  dei  granuli;  un  troppo  lungo  la- 
vaggio nell'acqua  distillata  conduce  a  metter  anche  in  evidenza  l'ap- 
parato cromidiale  (Tav.  I,  fìg.  P)  delle  cellule,  apparato  che  si  colora  in 
rosso  e  che  finisce  anche  col  restare  il  solo,  quando  o  il  lavaggio  in 
acqua  sia  prolungatissimo,  o  quando  questi  preparati  troppo  lavati 
vengano  poi  differenziati  con  l'alcool  assoluto. 

A  mio  avviso  il  metodo  è  anche  raccomandabile  perchè  ha  ca- 
ratteri di  specificità. 

Dalle  prove  eseguite  colorando  cellule  di  cornee  altrimenti  irritate 
ho  tratto  la  conclusione  che  colla  metodica  da  me  proposta  non  si 
colorano  granuli  paragonabili  a  quelli  vaccinici  e  vaiolosi  in  elementi 
cellulari  corneali  non  specificamente  irritati.  Ecco  alcuni  dei  controlli 
più  interessanti. 

Cellule  di  cornee  irritate  con  la  pepsina  o  con  la  tripsina. 

Il  protoplasma  si  colora  tutto  massivamente  in  viola  pallido  su 
fondo  rosa;  il  nucleo  nelle  cellule,  non  molto  alterate,  in  rosso  car- 
mino. (Tav.  Ili,  fig.  2).  Si  trovano  anche  porzioni  indipendentizzatesi 
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di  protoplasma,  alcune  così  grandi  e  coli'  alone  chiaro  attorno,  da 
ricordare  —  salvo  la  tinta  che  hanno  —  dei  Citoryctes:  sono  evi- 
dentemente falsi  Citoryctes. 

Cellule  di  cornee  irritate  con  lo  Scharlach-roth. 

Il  protoplasma  resta  colorato  in  bleu  a  zolle  o  a  nodi  di  un  largo 
ed  irregolare  reticolo  :  il  nucleo  si  ^colora  in  rosso-carminio  e  presso 
di  esso  si  notano  delle  granulazioni  rosse  di  dimensioni  varie,  eviden- 
temente di  origine  nucleare.  Nel  protoplasma  nessuna  traccia  di  fini 
granuli:  solo  qualche  volta  presso  il  nucleo,  quando  non  coesistono 
granulazioni  rosse,  si  trova  qualche  raro  granulo  violaceo  molto  più 
grande  dei  granuli  vaccinici.  In  qualche  caso  se  ne  trovano  5,  10 
disposti  a  serie,  a  corona  di  rosario  ma  sempre  con  colorito  diverso 
e  piii  grandi  dei  vaccinici.  (Tav.  Ili,  fig.  4). 

Cellule  di  cornee  irritate  con  Vendotossina  stafilococcica. 

Il  protoplasma  ha  un  aspetto  spongioso  con  le  trabecole  colorate 
in  bleu  pallido  :  all'interno  e  alla  periferia  ha  un  aspetto  omogeneo 
ed  è  colorato  in  rosa  (Tav,  III,  fig.  V):  nessuna  traccia  di  granuli 
bleu  :  è  proprio  tutto  il  protoplasma,  specie  nella  parte  piiì  prossima 
al  nucleo,  che  si  dirada  e  si  presenta  con  quest'aspetto.  Il  nucleo 
è  colorato  in  rosso  carminio. 

Cellule  di  cornee  inoculale  con  lo  itafilococco  p.  aureo 
(stipite  isolato  da  casi  di  vaiolo). 

Ho  lasciati  questi  reperti  fra  gli  ultimi  perchè  sono  certamente 
i  più  interessanti,  quelli  per  i  quali  possono  istituirsi  diagnosi  dilìe- 
renziali. 

Premetto  che  li  ho  ottenuti  tanto  con  la  inoculazione  dello 
st.  p.  au.  virulento,  che  con  quello  attenuato  col  lungo  soggiorno 
in  glicerina  od  ucciso  col  calore,  ma  che  i  più  interessanti  li  ho 
ottenuti  con  quest'ultimo.  (Tav.  III.  fig.  3). 

Il  protoplasma  delle  cellule  corneali  si  può  trovare  colorato  in 
bleu,  presso  a  poco  con  la  tonalità  con  cui  si  colorano  i  granuli  vac- 
cinici e  vaiolosi,  massivamente  e  vmiformemente  granuloso:  il  nucleo 
si  trova  costantemente  colorato  in  rosso-carmino  e  più  o  meno  al- 
terato: a  volte  si  trova  persino  frammentato  o  d'aspetto  granulare; 
vi  sono  anche  dei  casi  in  cui  i  granuli  nucleari  sono  grossi  e  hanno, 
se  circondati,  come  può  accadere,  di  un  alone  chiaro,  l'aspetto  di 
Cythoryctes.  (V.  cellula  3**  a  destra). 

Fin  qui  però  nulla  di  paragonabile  ai  reperti  che  si  trovano  nelle 
cellule  corneali  infette  di  vaccino  e  vaiolo.  Accade  invece  alcune 
volte  che  nel  bordo  cellulare  si  indipendentizzi  una  fine  granulosità 
per  quanto  a  grani  di  forma  non  bene  distinta.  (V.  cellula  P  a  sinistra). 

Tali  reperti  non  sono  tuttavia  confondibili  con  quelli  specifici  del 
vaccino  e  del  vaiolo. 

Anzitutto  si  trovano  solo  alla  periferia  del  protoplasma  e  non  mai 
con  quell'aspetto  caratteristico  di  ammassi  veri  e  propri,  a  semiluna, 
a  ciambella,  ecc.  dei  granuli  specifici.  In  secondo  luogo  essi  evidente- 
mente rappresentano,  osservati  a  forti  ingrandimenti,  punti  più  ad- 
densati della  periferia  del  protoplasma  stesso. 
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Si  trovano  anche  dei  granulini  adesi  al  protoplasma,  quindi  estra- 
cellulari,  i  quali  corrispondono  ai  granuli  che  si  trovano  nelle  colture 
autolizzate  dei  cocchi  piogeni  e  che  è  possibile  anche  qui  abbiano 
la  stessa  origine. 

Quindi  in  ultima  analisi  da  tutte  le  prove  da  me  fatte  col  proce- 
dimento di  colorazione  proposto,  esso  risulta  finora  dotato  di  speci- 
ficità per  i  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  nelle  cellule  corneali  dei  conigli. 

E  se  le  ricerche  eseguite  sulle  cellule  corneali  dei  conigli  inoculate 
con  filtrati  di  altri  virus  condurranno  a  confermare  che  con  questa 
metodica  si  scoprono  analoghi  granuli  bleu  (come  accadde  al  Castelli 
in  riguardo  alla  parotite  e  al  morbillo  specialmente),  il  procedimento 
potrà  essere  applicato  alla  ricerca  di  diversi  virus  filtrabili  nelle  cel- 
lule corneali  dei  conigli  e  assumere  così  l'importanza  di  un  metodo 
specifico  di  ricerca  degli  agenti  dei  virus  filtrabili,  che  si  comportano 
come  quelli  vaccinico  e  vaioloso,  nelle  cornee  dei  conigli. 

E.  —  CoosiderazioDÌ  derivanti  dal  controllo 
dei  vari  metodi  d!  colorazione  dei  virus  vaccinico  e  vaioloso. 

Riassumendo,  dalle  ricerche  eseguite,  risulta  che  non  sono  in- 
difi^erenti  nè  la  scelta  del  fissatore,  nè  quella  del  colorante  e  del  de- 
colorante per  poter  mettere  in  evidenza  il  fine  reperto  granulare,  nelle 
cellule  corneali,  rispondente  ai  granuli  mobili  in  vivo  e  che  bisogna 
ricorrere  anche  a  determinate  modalità  tecniche  per  poter  rinvenire 
endocellulare,  il  reperto  in  quistione,  e  colorato  in  modo  differenziale. 

La  semplice  immersione  dei  preparati  in  acqua  o  anche  la  così 
detta  fissazione  umida  (cioè  l'immersione  del  preparato  nel  fissatore, 
anche  se  molto  caldo,  quando  non  è  ancora  essiccato  il  materiale)  fanno 
fuoriescire  i  granuli  delle  cellule  rendendo  vano  o  quasi  ogni  tentativo 
di  colorazione  dei  granuli  endocellulari,  ciò  che  deve  precisamente  essere 
accaduto  al  Paschen  e  al  Prowazeck  che  seguirono  questa  metodica. 

I  granuli  non  si  mettono  bene  in  evidenza  se  non  sono  prima  fis- 
sati: quindi  il  nuovo  metodo  del  Gierasa  senza  precedente  fissazione 
non  può  servire  a  rilevare  bene  individualizzati  i  granuli  endocorneali. 

Inoltre  tra  i  fissatori,  alcuni,  non  si  prestano  affatto  come  il  Flem- 
ming,  qualunque  sia  il  colorante  che  viene  in  seguito  adoperato, 
il  che  porta  ad  ammettere  che  con  la  colorazione  al  rosso  Magenta- 
pricro-indigo-carminio,  fatta  dal  Borrel  nel  1903  in  sezioni  di  pustole, 
questo  studioso  non  poteva  aver  messo  in  evidenza  il  virus  vaccinico 
come  sospetta  il  Burnet.  Non  si  prestano  i  fissatori  che  contengono 
formalina,  acido  cromico,  acido  acetico  abbondante.  Anche  il  subli- 
mato solo  non  si  presta  con  tutti  i  colori:  così  mentre  va  bene  col 
rosso  di  Magenta  non  è  adatto  col  Giemsa,  per  cui  il  procedimento 
51 
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adottato  recentemente  dal  Prowazeck,  secondo  la  metodica  indicata 
dal  Giemsa  per  ottenere  sezioni  colorate  col  suo  metodo,  non  si  presta 
a  dimostrare  il  virus  nelle  cellule.  Si  aggiunga  ancora  che  la  decolo- 
razione coU'acetone  risulta  assolutamente  controindicata,  giacché  nei 
preparati  differenziati  coU'acetone  i  granuli  si  decolorano. 

Dei  vari  fissatori  il  migliore  è  l'alcool  metilico:  questo  supera  l'al- 
cool assoluto,  il  liquido  del  Guarnieri,  lo  Zenker,  ecc.  Servono  anche 
come  fissatori  e  mordenzatori  i  procedimenti  per  ottenere  delle  lacche 
tra  cui,  in  particoiar  modo,  quello  del  Loffler  specie  se  si  fa  precedere 
all'azione  del  mordente,  quella  dell'alcool  etilico  assoluto  o  metilico. 

Non  si  prestano  poi  affatto  da  soli  tutti  i  metodi  d'impregnazione 
al  nitrato  d'argento  :  quindi  i  granuli  osservati  nelle  sezioni  di  pustole, 
colorate  col  Levaditi,  da  Paschen,  non  sono  granuli  vaccinici. 

Dei  coloranti  il  migliore  è  il  liquido  di  Giemsa  (Griibler)  ;  ma  pos- 
sono servire  molti  altri  tra  cui  va  data  la  preferenza  alla  fuxina  car- 
bolica,  al  rosso  di  Magenta  anilinico  o  anche  fenico,  all'azzurro  II  e 
all'eosina  A  G,  al  liquido  di  Leishmann,  al  bleu  policromo  di  Unna  : 
la  fuxina  carbolica  serve  sovratutto  bene  dopo  la  mordenzatura  col 
liquido  di  Lòfifler  ;  il  rosso  di  Magenta  dopo  la  fissazione  col  subli- 
mato idro-alcoolico  secondo  Prowazeck;  gli  altri  dopo  la  fissazione  con 
l'alcool  metilico. 

Tra  i  decoloranti  è  da  scartarsi  l'acetone  e  l'alcool  acetone  ciie  sco- 
lorano i  granuli:  è  per  questo  che  col  metodo  Giemsa  per  la  colo- 
razione delle  sezioni  usato  dal  Prowazeck,  i  granuli  endocellulari  non- 
si  colorano  neppure  nei  preparati  ad  impronta. 

Serve  bene  l'alcool  assoluto  sapientemente  adoperato  e  anche  (nei 
preparati  al  Loffler)  l'olio  di  garofani. 

I  migliori  procedimenti  atti  a  colorare  i  granuli  entro  le  cellule 
corneali,  che  io  propongo,  sono  i  seguenti: 

1.  Metodo  di  fissazione  al  sublimato  idro-alcoolico  secondo  Pro- 
wazeck, combinato  con  la  colorazione  al  rosso  di  Magenta-picro-indi- 
go- carminio  secondo  Borrel  ; 

2.  Metodo  di  fissazione  colValcool  metilico  +  cloruro  di  Pla- 
tino e  colorazione  con  azzurro  II  al  0.  8  ^/qq  Eosina  AG  {1:10- 
20,000)  V-  10; 

3.  Metodo  di  fissazione  colValcool  metilico  furo  e  colorazione  con 
i  liquidi  o  di  Unna,  o  di  Leismann  o  di  Giemsa. 

Di  tutti  i  procedimenti  il  migliore  è  quello  della  fissazione  con 
l'alcool  metilico  seguito  dalla  colorazione  con  il  liquido  di  Giemsa 
(Griibler)  e  dalla  differenziazione  con  l'alcool  etilico  assolato,  secondo 
la  tecnica  da  me  indicata:  questo  metodo  opportunamente  control- 
lato sinora  si  è  mostrato  dotato  di  specificità. 
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PARTE  QUARTA. 

Conclusioni. 

Distinguerò  le  conclusioni  generali  in  quattro  gruppi,  rimandando 
per  maggiori  dettagli  a  quelle  che  ho  curato,  ove  era  possibile,  di 
di  trarre  qua  e  là  nel  contesto  del  lavoro. 

I.  —  Conclusioni  derivanti  dalla  disamina  dei  reperti  microscopici  granulari 
trovati  dopo  la  scoperta  della  filtrabilità  dei  virus  vaccinico  e  vaioloso. 

A. 

1.  Tutte  le  ricerche  su  corpuscoli  particolari  finissimi  nei  virus 
vaccinico  e  vaioloso,  dimostrati  successivamente  dotati  di  una  par- 
ticolare mobilità,  entro  le  cellule  corneali  dei  conigli,  sono  precedute 
dalle  mie,  le  quali  rimontano  al  1905  sui  filtrati  di  virus  vaccinico  e 
al  1908  tanto  sui  filtrati  quanto  nelle  cellule  corneali  inficiate  di 
vaccino  filtrato  attraverso  le  Berkefeld  W. 

2.  Istituendo  un  paragone  tra  i  corpuscoli  osservati  dal  Volpino 
nelle  cellule  corneali  e  quelli  osservati  da  me  nei  filtrati  e  nelle 
cellule  corneali  in  modo  da  non  confondere  un  reperto  con  l'altro 
ed  in  modo  che  si  corrispondono  per  la  sede  in  cui  si  osservano,  le 
note  differenziali,  riferentisi  all'alone,  alla  rifrangenza,  all'immobilità 
dei  granuli  dei  filtrati,  appaiono  non  riferibili  ai  granuli  endocellulari  e 
le  note  diiSEerenziali  riferentesi,  alla  colorazione  del  reperto  granulare 
in  rosso,  in  cornee  sezionate,  al  non  aver  data  la  preminenza  al  solo 
reperto  endocellulare,  al  non  aver  citati  in  primo  tempo  esperimenti 
di  controllo  etc,  non  hanno,  presi  e  vagliati  singolarmente,  reale 
valore  differenziale. 

3.  Il  reperto  dei  granuli  vaccinici  osservato  in  vivo,  entro  le  cel- 
lule corneali  dei  conigli,  dal  Volpino  nel  1907  ha  ciononostante,  a 
mio  avviso,  il  valore  di  una  scoperta,  dacché  senza  di  esso,  nessun 
reperto  granulare  colorato,  endocorneale,  compreso  il  mio  del  1906, 
ugualmente  osservato  entro  le  cellule  corneali  dei  conigli  e  che  vi 
corrisponde,  avrebbe  potuto  così  come  era,  persuadere  gli  studiosi 
di  possedere  una  tanto  grande  importanza  nell'etiologia  della  infe- 
zione vaccinica  e  vaiolosa. 
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B. 

4.  Le  ricerche  sui  granuli  vaiolosi  eseguite  da  me  nel  1908  sui 
filtrati  di  pustole  vaiolose  e  nelle  cellule  corneali  di  coniglio  inoculate 
con  filtrati  del  medesimo  virus,  precedono  quelle  di  Prowazeck  e 
Beaurepaire  eseguite  su  materiale  vaioloso  filtrato  o  no  attraverso 
candele  porose  e  rimasto  su  ultrafiltri  all'agar. 

5.  Le  ricerche  del  Prowazeck  e  dei  suoi  collaboratori  non  riflettono 
i  corpuscoli  mobili  endocellulari  del  Volpino,  ma  corpuscoli  estracel- 
lulari;  tutte  le  volte  che  egli  si  occupa  di  reperti  endocellulari  finendo 
col  riferirsi  ad  altri  corpuscoli  ;  i  metodi  adoperati  per  ricercare  i  gra- 
nuli nelle  cellule  essendo  eseguiti  con  tecniche  o  non  atte  a  colorare 
i  granuli  (sublimato  idroalcoolico  molto  caldo,  Giemsa-acetone)  o  tali 
da  lasciare  fuoriuscire  i  granuli  delle  cellule  (fissazione  umida,  immer- 
sione dei  preparati  in  acqua  distillata  prima  di  colorare  col  Lòffier), 

6.  I  granuli  rimasti  sugli  ultrafiltri  del  Prowazeck,  sono  invece 
paragonabili  a  quelli  osservati  da  me  antecedentemente  nei  filtrati 
di  vaccino  e  di  vaiolo,  per  quanto  i  loro  caratteri,  a  fresco,  non 
siano,  dall'A.,  rilevati  altro  che  in  campo  chiaro  :  istituito,  come  io  ho 
fatto,  il  paragone  coi  miei,  risulta  che  egli  col  Bearepaire  non  ha 
fatto  che  controllare  i  reperti  di  cui  io  aveva  indicato  nel  1905-1908 
l'esistenza  nei  filtrati  di  vaccino  e  nel  1908  (aprile)  in  quelli  di 
vaiolo  umano. 

7.  Non  si  può  ammettere  quanto  afferma  il  Prowazeck  che  i  gra- 
nuh  vaiolosi  e  vaccinici  possano  presentarsi  di  diverse  grandezze  e 
che  quindi  non  sia  possibile  più  trarre  dati  differenziali  tra  i  corpu- 
scoli di  Volpino  e  quelli  di  Paschen  in  base  alle  dimensioni  dei  gra- 
nuli, giacché  le  osservazioni  di  Prowazeck  e  Jamamoto  sulla  genesi 
dei  granuli  dai  corpuscoli  endocellulari  hanno  bisogno  di  esser  con- 
trollate tanto  più  che  dai  lavori  di  Prowazeck  non  si  trae  la  convin- 
zione che  egli  abbia  realmente  osservato  il  così  caratteristico  reperto 
granulare  endocellulare  del  Volpino 

G. 

8.  Le  ricerche  sui  granuli  colorabili  col  Loffler  nei  pus  vaccinico 
e  vaioloso  non  filtrati,  eseguite  dal  Paschen  nel  1907,  si  riferiscono 
ad  un  reperto  granulare  esclusivamente  estracéllulare,  di  grandezza, 
tanto  colorato  col  Loffler  quanto  a  fresco,  maggiore  di  quella  dei  gra- 
nuli miei  e  del  Volpino  e  di  quelli  di  Prowazeck  e  Beaurepaire. 

9.  Le  nuove  osservazioni  fornite  dal  Paschen  sulla  grandezza  dei 
granuli,  le  quali  li  riportano  alle  dimensioni  "dei  granuli  osservati 
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nei  filtrati  di  vaccino  e  vaiolo  da  me  e  da  Prowazeck,  non  permet- 
tono di  ideiibificare  questo  nuovo  reperto  granulare  con  quello  del  1907 
dello  stesso  Paschen. 

10.  In  tutti  i  modi  i  granuli  del  Paschen  sarebbero  stati  dallo 
stesso  anche  osservati  colorati  in  nero  nelle  sezioni  di  pustole  trat- 
tate col  Levaditi,  fatto  questo  che  contraddice  alle  risultanze  nega- 
tive da  me  ottenute  sulla  colorabilità  in  nero  dei  granuli  vaccinici 
endocorneali  con  i  metodi  di  impregnazione  all'argento  e  a  quelle  del 
Volpino  e  mie  sulla  impossibilità  di  colorare  i  granuli  vaccinici  e 
vaiolosi  nelle  sezioni  :  resta  inoltre,  per  mio  conto,  accertato  che  col 
metodo  del  Loffler  nel  pus  vaccino  e  vaioloso,  specie  non  filtrato,  si 
colorano  granulazioni  metacromatiche  e  che  ugualmente  granulazioni 
si  colorano  in  nero  in  questi  materiali  coi  metodi  all'argento,  granu- 
lazioni che  non  sono  specifiche  perchè  si  ottengono  anche  irritando 
con  altri  materiali  le  cornee  e  la  cute. 

11.  Il  merito  del  Paschen  sta  nell'avere  applicato  il  procedimento 
del  Loffler  alla  colorazione  dei  granuli  vaccinici  e  vaiolosi,  col  quale 
metodo  realmente  detti  granuli  si  colorano,  sebbene  non  si  tratti  di 
un  procedimento  di  colorazione  specifico:  lo  stesso  aveva  fatto  il  Burnet 
per  l'epitelioma  dei  volatili,  secondo  aveva  indicato  il  Borrel  per 
altri  virus. 

12.  Nella  polpa  vaccinica  esistono  altri  granuli  metacromatici  stu- 
diati dal  Tanon  e  da  questi  trovati  nella  cute  altrimenti  irritata, 
granuli  che  corrispondono  agli  eosinofili  trovati  dal  Terni  nel  pus 
vaccinico  e  nel  pus  vaioloso,  che  non  sono  specifici  e  non  hanno 
alcun  rapporto  con  i  fini  granuli  mobili.  A  questi  granuli  mobili 
non  si  può  per  ora  far  rispondere  la  polvere  cromatica  di  origine  ci- 
torictica  colorabile  coll'ematossilina,  in  sezioni  di  epitelio  infetto  di 
vaccino,  dacché  i  granuli  mobili  vaccinici  e  vaiolosi  non  si  colorano 
coll'ematossilina  e  non  è  possibile  colorarli  in  sezioni  di  cornee  im- 
paraffinate. 

II.  —  Conclusioni  derivanti  dai  dati  sulla  specificità 
dei  granuli  vaccinici  e  vaiolosi. 

13.  I  numerosi  controlli  fin  qui  pubblicati,  dal  Volpino,  da  me, 
dal  Bormans,  dal  Granata,  dal  Castelli,  riflettenti  cellule  corneali 
variamente  irritate  non  hanno  mai  messo  in  evidenza  nè  a  fresco, 
nè  in  preparati  colorati,  granuli  entro  le  cellule  corneali,  sul  tipo  di 
quelli  osservati  nelle  stesse  infette  di  vaccino  e  di  vainolo:  solo 
alcuni  virus,  dei  quali  si  è  studiata  la  filtrabilità  in  questo  Istituto, 
come  il  virus  della  parotite  epidemica,  del  tracoma,  del  morbillo, 
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inoculati  nelle  cornee  dei  conigli  è  parao,  agli  Autori,  producano  nelle 
cellule  granuli  analoghi. 

14.  I  granuli  mobili  entro  le  cellule  corneali,  sotto  l'azione  di  un 
antisiero  si  immobilizzano  (Volpino)  ;  il  virus  vaccinico  filtrato  (Ca- 
sagrandi)  con  l'aggiunta  di  antisiero,  inoculato  nelle  cornee  dei  co- 
nigli non  riproduce  elementi  granulari  colorabili  come  i  vaccinici  e 
vaiolosi. 

15.  Aggiungendo  leucociti  sterili  ai  filtrati  contenenti  virus  vacci- 
nico, compaiono  nei  leucociti  granuli  fini  mobili  come  quelli  che  si 
trovano  nelle  cellule  dell'epitelio  corneale  inoculato  di  vaccino, 
mentre  nei  controlli  questi  reperti  vengono  a  mancare  :  si  può  anche 
dimostrare  con  esperimenti  che  la  massima  parte  del  virus  è  conte- 
nuto nei  lucociti. 

16.  I  fini  granuli  corneali  si  immobilizzano  e  i  materiali  che  li 
contengono  si  inattivano  rapidamente  sotto  l'azione  di  sostanze  chi- 
miche (taurocolato  di  sodio  etc),  e  non  presentano  il  comportamento 
nè  di  granuli  albuminosi,  nè  di  grasso,  nè  di  glicogeno  (Volpino). 

III.  —  Conclusioni  derivanti  dai  dati  sulla  visibilità  dei  granuli  vaccinici 
e  vaiolosi  «  in  vivo  ». 

17.  I  granuli  vaccinici  specifici  sono  stati  osservati  in  vivo  nelle 
cellule  corneali  dei  conigli  dal  Volpino  con  l' illuminazione  in  campo 
oscuro  all'ingrandimento  di  428  a  642  diametri;  i  granuli  vaiolosi 
da  me,  del   pari  nelle  cellule  corneali,  all'ingrandimento  di  1125. 

18.  Il  dispositivo  del  Volpino  consistè  nella  diaframmazione  del- 
l' apparecchio  di  Abbe  e  nell'  uso  dell'obb.  5  a  secco  Kor.  cogli 
oculari  comp.  12  e  18;  quelli  miei  consistettero  nell'uso  degli  obbiettivi 
apocr.  Kor.  a  secco  8,  4,  3  opportunamente  diaframmati  e  dell'obb. 
a  imm.  semiapocr.  i/js"  diaframmato  e  degli  ocul.  comp.  4,  8,  6,  12,  18 
con  i  condensatori  delle  case  Zeiss,  Reichert,  con  il  condens.  acr. 
Koristka  con  lentina  superiore  scalottata  e  annerita,  col  diaframma 
a  fondo  nero  della  casa  Leitz,  usando  la  luce  a  gas  ad  incandescenza 
e  la  luce  ossidrica. 

19.  I  dispositivi  che  si  prestano  meglio  sono  quelli'  che  utilizzano 
gli  obbiettivi  apocr.  a  secco  8  e  4  Kor.  con  gli  ocul.  comp.  12  e  18 
ed  il  diaframma  a  fondo  nero  della  casa  Iieitz,  con  illuminazione  a 
mezzo  della  luce  ossidrica,  regolabile  sino  ad  ottenere  una  tonalità 
marrone  del  campo  ;  gli  obbiettivi  ad  immersione  diaframmati  ^/is" 
semiapocr.  Kor.  con  gli  ocul.  comp.  4,  6,  8,  12  ed  il  condensatore  Fa 
della  casa  Reichert,  sempre  adoperando  la  luce  ossidrica  opportuna- 
mente regolata. 
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20.  Nella  pratica,  la  ricerca  dei  granuli  è  bene  iniziarla  nelle  cellule 
idropiche  che  si  trovano  alla  periferia  dei  frammenti  epiteliali:  anche 
se  a  prima  vista  i  granuli  non  si  osservano,  qualora  si  tratti  di  cel- 
lule infette,  fissando  bene  l'occhio  al  campo  e  regolando  la  luce,  si 
vedrà  in  breve  un  agitarsi  di  massoline  fine  entro  le  cellule,  masso- 
line  che  si  percepiranno  presto  così  mobili  da  ricordare  nel  loro  in- 
sieme un  liquido  in  ebollizione  dove  siano  sospese  sostanze  polveru- 
lenti insolubili. 

IV.  —  Conclusioni  derivanti  dai  dati  sulla  colorabilità  dei  granuli  vaccinici 
e  vaiolosi  nelle  cellule  corneali  dei  conìgli. 

22.  I  migliori  preparati  per  ottenere  colorati  i  granuli  sono  quelli 
ad  impronta  ricavati  da  cornee  infette  in  tutto  il  loro  ambito  con 
il  metodo  del  tatuaggio. 

23.  I  metodi  usati  dai  vari  studiosi  possono  distinguersi  in  quelli 
che  sono  serviti  per  colorare  i  granuli  specifici  estracellulari  (Casa- 
grandi,  Paschen,  Provvazeck  e  Beaurepaire  e  Jamamoto)  in  quelli 
che^son  serviti  per  colorare  i  granuli  specifici  nelle  cellule  dell'epi- 
telio corneale  dei  conigli  in  preparati  a  impronta  e  a  striscio  (Casa- 
grandi,  Volpino,  Prowazeck);  nelle  sezioni  (1)  (Borrel,  Paschen,  Guar- 
neri,  Prowa/eck). 

24.  I  metodi  di  fissazione  adoperati  dai  vari  studiosi  non  sono 
tutti  adatti  a  rendere  colorabili  i  granuli  specifici  nelle  cellule  corneali  : 
i  liquidi  contenenti  acido  cromico,  formalina,  molto  acido  acetico, 
non  si  prestano  (quindi  il  liquido  di  Flemming  non  essendo  adatto, 
il  Borre!  non  poteva,  come  ritiene  Burnet,  aver  colorato  in  sezioni 
il  virus  fin  dal  1903)  ;  alcuni  servono  solo  per  determinate  colorazioni 
e  non  per  altre  (così  il  sublimato  puro  non  serve  per  il  liquido  di 
Giemsa,  ma  serve  invece  per  il  rosso  di  Magenta,  donde  la  conseguenza 
che  il  metodo  Giemsa  preceduto  dalla  fissazione  col  sublimato  alcoolico 
caldo  è  inadatto);  altri  favoriscono  l'azione  fissatrice  di  dati  fissatori 
come,  p.  es.,  il  cloruro  di  platino. 

25.  I  migliori  fissatori  sono  gli  alcooli  etilico  e  metilico,  ma  so- 
prattutto quest'ultimo,  al  quale  va  data  la  preferenza  ;  la  sua  azione 
fissatrice  si  esercita  da  un  minimo  di  5  minuti  ad  un  massimo  di  60. 

26.  Servono  anche  i  procedimenti  per  ottenere  delle  lacche,  come 
quella  del  Loffler,  specialmente  se  preceduti  dall'azione  dell'alcool  asso- 
luto: le  sostanze  coloranti  che  meglio  si  prestano,  usando  questi 
metodi,  sono  la  fuxina  carbolica  e  il  rosso  di  Magenta  anilinico. 


(1)  Io  mi  escludo  per  le  ragioni  dette  nel  contesto  del  lavoro. 
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27.  I  metodi  di  impregnazione  all'argento  non  servono  affatto:  i 
granuli  neri  che  sono  stati  osservati  dal  Paschen  nelle  sezioni  di 
pustole  non  rispondono  al  virus  vaioloso. 

28.  Qualora,  prima  di  fissare  le  cellule  nei  preparati,  questi  si 
immergano  in  acqua  distillata  come  consigliano  Paschen  e  Prowazeck, 
i  granuli  fuoriescono  dalle  cellule  e  si  perde  il  reperto  endocellu- 
lare; lo  stesso  acijade  usando  la  così  detta  fissazione  umida  col 
sublimato  idroalcoolico  caldissimo  secondo  Prowazeck  (il  quale 
perciò  anche  se  si  facesse  seguire  da  un  trattamento  colorante  atto 
a  colorare  i  granuli,  non  li  farebbe  rinvenire  entro  le  cellule), 

29.  I  liquidi  adoperati  per  colorare  i  granuli  vaccinici  e  vaiolosi 
sono  stati  molti;  la  prevalenza  però  oggi  è  per  la  fuxina,  usando  il 
metodo  di  Lòffler,  per  il  liquido  di  Giemsa  usando  altri  procedi- 
menti: sono  stati  da  me  adoperati  con  risultato,  oltre  la  fuxina,  la 
pioctanina,  il  bleu  di  toluidina,  il  cristalvioletto,  la  tionina,  il  rosso 
di  Magenta,  oltre  il  liquido  di  Giemsa,  l'azzurro  Il+l'eosina  AG,  il 
liquido  di  Leismann,  il  bleu  di  Unna,  ecc.;  vari  liquidi  coloranti  si 
sono  invece  mostrati  inadatti,  come  il  rosso  neutro,  U  cresilblau,  i\ 
bleu  di  Borrel,  il  liquido  di  Mann,  ecc. 

29.  Dallo  studio  dei  decoloranti  risulta  ohe  serve  già  discretamente 
il  differenziamento  mediante  il  lavaggio  con  l' acqua  ;  che  per  i 
preparati  colorati  con  il  Loffler  può  servire  l'ofio  di  garofani;  che 
in  tutti  gli  altri  casi  serve  bene  l'alcool  assoluto  etilico  opportuna- 
mente disciplinandone  l'azione  :  non  serve  afi^atto  l'alcool-acetone  e 
l'acetone  puro  (altra  ragione  per  cui  col  metodo  Giemsa  per  le 
sezioni,  il  Prowazeck  non  poteva  colorare  i  granuli  specifici  mobili 
nelle  cellule  corneali). 

30.  I  procedimenti  che  servono  bene  a  colorare  i  granuli  nei  pre- 
parati ad  impronta,  da  me  proposti  sulla  base  dei  risultati  ottenuti 
dal  controllo  dei  fissatori,  coloranti  e  decoloranti  sono  i  seguenti  : 

A.  Metodo  di  fissazione  al  sublimato  idroalcoolico  secondo 
Prowazeck  e  colorazione  con  Rosso  Magenta-picro-indigocarminio  se- 
condo Borrel. 

B.  Metodo  di  fissazione  coll'alcool  metilico  +  cloruro  di  platino 
e  colorazione  coll'azzurro  II  al  O.go/oo  +  l'eosina  A  G  (1:10000-1:20000) 
od  anche  col  solo  azzurro  II. 

C.  Metodo  di  fissazione  coll'alcool  metilico  puro  e  colorazione 
col  liquido  di  Unna,  col  liquido  di  Leishmann,  col  liquido  di  Giemsa. 

31.  Il  migliore  procedimento  è  quello  della  fissazione  coll'alcool 
metilico  e  della  colorazione  col  liquido  di  Giemsa  1:10 — 1:20  secondo 
la    metodica  dettagliatamente  indicata  alla  fine  del  contesto  del  la- 


Tavolf)  [. 

0.  CASAGRANDI.  —  Colorabilità  dei  virus  filtrabili,  vaccinico  e  vaioloso. 


I,.  CaI*laii/.n.iio,  tiis. 
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voro  :  con  questa  metodica  i  granuli  vaccinici  e  vaiolosi  appaiono 
bleu  sul  fondo  rosa  del  protoplasma,  e  non  si  osservano  nelle  cellule 
corneali  non  specificamente  irritate 


SPIEGAZIONE  DELLE  TAVOLE. 

Tutte  le  cellule  vennero  disegnate  all'ingrandimento  di  750  diam. 
(obb,  2  mm.  apocr.  a  imm.  omog.  ap.  num.  1.30  Kor.  ed  ocul.  com- 
pens.  6)  salvo  le  figg.  6,  7,  8,  9,  della  Tav.  I  e  3^^  5^  6^  della  Tav.  II 
che  vennero  disegnate  all'ingrandimento  di  1000  diam.  (lo  stesso  ob- 
biettivo coll'ocul.  comp.  8). 

Tavola  I, 

Fig.  1.  Leml)o  epiteliale  di  cornea  di  coniglio  infetta  con  vaiolo 
filtrato  attraverso  una  Berkefeld  W,  colorato  col  mio  procedi- 
mento (alcool  metilico  Giemsa)  nel  quale  lembo,  essendosi 
troppo  lasciato  il  materiale  nell'acqua  appaiono,  anche  i  gra- 
nuli cromidiali  rossi,  accanto  ai  bleu  specifici. 

Fig.  2-3.  Cellule  di  epitelio  corneale  di  coniglio  infetto  di  virus  vac- 
cinico, filtrato  come  sopra,  colorato  con  il  III  procedimento  da 
me  proposto  (alcool  metllico-Giemsa)  secondo  la  tecnica  più 
peifezionata.  I  granuli  specifici  sono  bleu. 

Fig.  4-5.  Altri  elementi  cellulari  di  cornea  di  coniglio  infetta  di 
virus  vaioloso  umano,  filtrato  come  sopra,  sottoposti  agli  iden- 
tici procedimenti  di  fissazione  e  colorazione. 

Fig.  6-9.  Cellule  di  epitelio  corneale  di  coniglio  infetto  di  virus  vac- 
cinico fissato  coll'alcool  metilico  ed  il  cloruro  di  platino  e 
colorate  coll'azzurro  II  e  l'Eosina  secondo  il  procedimento 
numero  II  da  me  proposto.  Le  cellule  sono  idropiche  ;  i  granuli 
specifici  sono  bleu  variamente  aggruppati. 

Fig.  10.  Frammenti  di  lembo  epiteliale  fissato  col  metodo  Raetzmann, 
colorato  coll'azzurro  II  e  l'Eosina  AG,  secondo  la  metodica 
usata  nel  1905,  lavato  in  acqua. 

Fig.  11-13.  Cellule  come  le  precedenti,  fissate  a  mezzo  del  sublimato 
idroalcoolico  caldo  secondo  Prowazeck,  colorato  col  Giemsa-ace- 
tone  e  decolorato  con  l'alcool,  nelle  quali  non  si  vedono  che  i 
granuli  cromidiali. 
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Fig.  12  e  14.  Cellule  come  le  precedenti  fissate  col  metodo  Raetz- 
mann  e  colorate  col  Giemsa  :  gli  accumuli  di  granuli  rossi  che 
si  vedono  rispondevano  ad  accumuli  di  granuli  bleu  che  pas- 
sarono al  rosso,  sotto  al  campo  microscopico,  sotto  una  corrente 
di  acqua. 

Fig.  15-16.  Cellula  osservata  a  luce  naturale  (fig.  15)  e  a  luce  artifi- 
ciale —  gas  incandescenza  —  (fig.  16),  per  dimostrare  come  a 
luce  naturale  appaia  più  facilmente  la  granulazione  rossa, 
quando  la  metodica  della  colorazione  non  sia  perfetta. 


Tavola  II. 

Fig.  1  e  2.  Cellule  di  epitelio  corneale  di  coniglio  inoculate  con  vac- 
cino (fig.  P)  e  con  vaiolo  umano  (fig.  2*)  filtrati  attraverso 
Berkefeld  W,  fissate  col  liquido  contenente  bicromato  potas- 
sico, acido  osmico,  bicloruro  di  mercurio.  +  acido  acetico  e  co- 
lorate coU'azzurro  II  e  l'eosina. 

Fig.  3.  Cellule  come  le  precedenti  inoculate  con  vaccino  filtrato  c.  s. 
fissate  coll'alcool  metilico  e  colorate  col  liquido  di  Leishmann 
(secondo  il  procedimento  III  da  me  proposto). 

Fig.  4.  Cellule  come  le  precedenti  fissate  col  liquido  di  Zenker,  colo- 
rate col  Giemsa  e  differenziate  coll'alcool  assoluto. 

Fig.  5.  Cellule  come  le  precedenti,  fissate  col  fissatore  di  Guarneri  e 
per  il  resto  trattate  comme  quelle  della  figura  4. 

Fig.  6.  Cellule  come  le  precedenti,  fissate  col  sublimato  idroalcoolioo 
caldo  di  Prowazeck  e  colorate  col  rosso  Magenta-picroindigo- 
carminio  di  Borrel  (secondo  il  procedimento  I  da  me  proposto). 

Fig.  7.  Cellule  come  le  precedenti  fissate  coll'alcool  metilico  puro  e 
colorate  col  bleu  prolicromo  di  Unna  secondo  la  metodica  indi- 
cata (secondo  il  procedimento  III  da  me  proposto). 

Fig.  8.  Cellule  come  le  precedenti  trattate  col  metodo  Lòffler  secondo 
la  tecnica  più  adatta  (V.  fissazione  e  mordenzatora  coi  metodi 
per  ottenere  delle  lacche),  non  preceduto  dall'immersione  in 
acqua  distillata,  colorate  con  la  fuxina  carbolica  e  differenziate 
in  olio  di  garofani. 

Fig.  9.  Cellule  come  le  precedenti  ma  di  cornee  inoculate  con  vaiolo 
umano  filtrato,  trattate  come  quelle  rappresentate  dalla  figura  8  : 
però  colorate  col  Rosso  di  Magenta  anilinico. 


■s 


L.  Caldanzano,  àia. 


E.  Battist 
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Tavola  Ut. 

Fig.  1.  Cellule  di  cornea  di  coniglio  irritata  con  l'endotossina  stafilo- 
coccica, fissate  coU'alcool  metilico,  colorate  col  Giemsa  (secondo 
il  procedimento  III  da  me  proposto). 

Fig.  2.  Cellule  come  le  precedenti  di  cornee  trattate  con  la  tripsina, 
e  sottoposte  allo  st'jsso  procedimento  di  colorazione. 

Fig.  3.  Cellule  come  le  precedenti  di  cornea  irritata  con  lo  stafilo- 
cocco p.  au.  ucciso  col  calore,  sottoposto  allo  stesso  procedi- 
mento di  colorazione. 

Fig.  4.  Cellule  come  le  precedenti  di  cornee  irritate  con  lo  Schar- 
lach-roth  trattate  nello  stesso  modo. 

Fig.  5.  Elomenti  con  granulazioni  metacromatiche  colorati  col  liquido 
del  Giemsa,  previa  fissazione  con  bicromato  potassico  e  forma- 
lina e  successiva  differenziazione  con  il  lavaggio  in  acqua, 
ottenute  da  cornee  irritate  con  tripsina  diluitissima  e  a  mezzo 
del  tatuaggio  corneale. 


Sopra  la  infezione  malarica  perniciosa  nello  scordo  dell'autunno 


Nota  del  prof.  ETTORE  MARCHIAFAVA. 

Nel  trattato  «  La  Infezione  malarica  »  (1)  scritto  da  Bignami  e 
da  me,  noi  dicevamo  che  nella  stagione  autunnale  avanzata,  special- 
mente quando  domina  l'umidità  e  non  hanno  soffiato  i  venti  del 
Nord,  si  osservano  non  raramente  infezioni  malariche  perniciose  di 
estrema  gravità,  con  esito  letale,  anche  uno  o  due  giorni  dopo  la 
somministrazione  di  dosi  generose  di  chinina  e  decorrenti  anche  senza 
febbri  o  con  lievi  elevazioni  di  temperatura,  con  sintomi  di  collasso, 
ai  quali  si  aggiunge,  talora  in  modo  fulmineo,  lo  stato  comatoso  ter- 
minale. All'autopsia  si  possono  vedere,  anche  quando  si  fece  la  cura 
specifica,  reperti  parassitari  enormi  con  varie  localizzazioni  più  spesso 
cerebrale.  La  esperienza  di  questi  ultimi  anni  ha  confermato  ciò 
che  dicevamo  nel  1902:  nella  stagione  autunnale  avanzata  e  anche 
nelle  prime  settimane  del  gennaio,  occorrono  casi  di  perniciosa  gra- 
vissima in  soggetti,  che  dalle  contrade  immuni  della  malaria  vengono 
a  lavorare  nella  campagna  romana  alcuni  non  avendo  mai  sofferto 
di  febbri. 

Non  passa  uno  scorcio  di  autunno  senza  che  io  possa  dimo- 
strare agli  studenti  casi  d'infezione  malarica  perniciosa  con  lesioni 
caratteristiche  e  con  le  varie  localizzazioni  parassitarie  :  si  tratta 
in  genere  di  pastori  o  agricoltori,  anche  di  donne,  che  dopo  un  breve 
soggiorno  nelle  contrade  malariche  dell'agro  romano  ammalano  di 
malaria  e,  spesso  rapidamente,  presentano  i  sintomi  perniciosi  più 
frequentemente  di  origine  cerebrale  e  con  esito  letale,  talora  anche 
dopo  la  cura  con  la  chinina. 

E  un  fatto  veramente  consolante,  in  particolare  per  coloro  che 
sanno  le  stragi,  che  faceva  la  malaria  nell'agro  romano  e  nelle  paludi 


(1)  La  liifesioììc  Malarica.  Yallarcli,  Mil;ino. 
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pontine,  di  vedere  come  questa  infezione  sia  in  rapida  diminuzione, 
e  che  quindi  assai  meno  numerosi  sono  i  malarici  ricoverati  negli 
ospedali  di  Roma  nelle  stagioni  di  estate  e  di  autunno.  Ciò  si  deve 
alle  cognizioni  esatte  sulla  etiologia  e  specialmente  sulla  maniera  di 
trasmissione  della  malaria  all'uomo  per  la  puntura  di  una  speciale 
zanzara,  alla  migliore  educazione  dei  lavoratori  e  molto  più  alla 
legge  sulla  preservazione  dalla  malaria,  la  cui  iniziativa  fu  presa  dal 
nostro  Angelo  Celli,  le  cui  grandi  benemerenze  nella  lotta  contro  la 
malaria  sono  note  a  tutti. 

10  ricordo  nei  primi  anni  dei  nostri  studi  sulla  malaria  che  nei 
mesi  estivi  e  autunnali  non  passava  una  settimana  senza  che  si  fa- 
cessero una  o  più  autopsie  di  perniciosa  in  soggetti  portati  nell'o- 
spedale nel  coma  o  nell'algidismo,  e  nei  quali  la  cura  era  stata  inef- 
ficace perchè  spesso  tarda  (1). 

Ma  pur  troppo  le  perniciose  non  sono  ancora  scomparse  e,  come 
dicevo,  specialmente  nella  fine  dell'autunno,  quando  si  crede  che  la 
stagione  malarica  sia  finita,  se  ne  vedono  anche  di  gravissime,  come 
si  riconoscerà  da  alcuni  casi  dei  quali  ora  darò  un  breve  cenno. 

I.  —  C.  C.  di  anni  50,  donna  addetta  ai  lavori  di  campagna. 
Le  persone  che  S'accompagnarono  all'ospedale  dissero  che  aveva 
febbre  continua  da  6  giorni. 

11  giorno  13  novembre  1906  ebbe  diarrea,  grave  prostrazione,  su- 
dore profuso.  Il  giorno  19  fu  portata  all'ospedale  nel  collasso. 

Nel  sangue  parassiti  estivo-autunnali.  Sebbene  fosse  fatta  una  ener- 
gica cura  specifica,  aumentarono  i  sintomi  del  collasso,  e  in  uno  stato  di 
algidismo  avvenne  l'esito  letale  il  giorno  seguente. 

All'autopsia  il  solito  reperto  delle  perniciose.  La  milza,  aumentata 
di  volume,  pesava  3(50  grammi,  colla  capsula  tesa,  liscia,  trasparente  e 
la  polpa  moUissima  rosso-nerastra.  Nel  cervello  i  capillari  pieni  di 
globuli  rossi  contenenti  parassiti  quasi  tutti  adulti  con  un  blocchetto 
di  pigmento  nel  centro. 

IL  —  D.  P.  Donna  di  anni  22.  Entrata  il  20  novembre,  morta 
il  24  detto  1910. 

Si  seppe  dalle  persone  che  l'accompagnarono  all'ospedale  che  era 
febbricitante  da  pochi  giorni.  Gravidanza  al  5°  mese. 

Aveva  aspetto  tifoso,  con  labbra  secche  coperte  di  crosticine  ne- 
rastre, con  tinta  subitterica,  debolissima,  apatica,  incapace  di  rispon- 
dere, dispnoica,  con  polso  frequente,  132,  e  temperatura  40.3. 

Nel  torace  crepitazione  nelle  regioni  posteriori  inferiori  con  respi  • 
razione  soffiante.  Cuore  dilatato  a  destra.  Tumore  splenico. 

Nel  sangue  parassiti  estivo-autunnali  con  rarissime  forme  semi- 
lunari. 

Lo  stato  tifoso  andò  rapidamente  peggiorando,  e  sebbene  si  facesse 
una  intensa  cura  di  chinina,  l'inferma  mori  dopo  tre  giorni. 


(1)  la  questo  anno,  fino  ad  oggi  15  agosto,  non  vi  è  stata  all'Ospedale 
di  S.  Sjjirito  neppure  un'autopsia  di  perniciosa. 
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All'autopsia  oltre  alla  grave  melanosi  del  fegato  e  della  milza 
si  trovarono  nel  cervello  numerose  emorragie  puntiformi.  Nei  capillari 
di  quest'organo  parassiti  endoglobulari  non  copiosi,  senza  pigmento. 

La  milza  del  peso  di  grammi  .395  aveva  la  capsula  tesa,  senza 
aumento  di  spessore,  trasparente,  e  la  polpa  di  color  cioccolatto, 
moUissima. 

Nei  polmoni:  bronco-polmonite  bilaterale  confluente. 

Utero  gravido.  Il  feto  normalmente  sviluppato  non  presenta  alcun 
segno  di  melanosi  ed  è  completamente  privo  di  parassiti  malarici, 
i  quali  si  trovano  copiosi,  insieme  a  molti  macrofagi  pigmentati, 
soltanto  nei  distretti  sanguigni  della  placenta  materna. 

Ili,  —  I.  F.  Giovane  del  quale  non  si  potè  precisare  l'età.  Por- 
tato all'ospedale  il  25  novembre  1910  con  sospetto  di  colera.  Era  in 
istato  soporoso  con  febbre  alta  e  diarrea  profusa.  Nel  sangue  nu- 
merosi parassiti  estivo-autunnali  giovani.  Morì  lo  stesso  giorno  nel 
coma  profondo. 

All'autopsia:  melanosi  diffusa  di  tutti  gli  organi.  Milza  poco  in- 
grandita con  la  capsula  tesa,  sottile  e  la  polpa  nerastra.  Nel  cervello 
i  vasellini  sanguigni  sono  distesi  da  globuli  rossi  contenenti  parassiti 
quasi  tutti  adulti  con  blocchetto  pigmentario  nel  centro,  prossimi  alla 
sporulazione  o  già  sporulanti. 

IV.  —  P.  A.  di  anni  66,  agricoltore.  Lavorava  nella  campagna 
romana  presso  Marino. 

Il  giorno  12  gennaio  1911  uscito  dalla  stazione  di  Roma  si  distese 
sopra  il  marciapiede  dove  fu  raccolto  soporoso  e  portato  all'ospedale 
dalle  guardie  di  città;  quando  giunse  all'ospedale  era  febbricitante 
e  nel  coma.  Morì  dopo  24  ore. 

L'autopsia  dimostrò  una  intensa  iperemia  delle  meningi  e  dei  centri 
nervosi;  la  milza  poco  ingrandita  (14:9)  con  la  capsula  tesa,  assot- 
tigliata così  da  lasciar  trasparire  la  polpa  di  colore  rosso-nerastro; 
il  fegato  con  melanosi  diffusa  e  con  la  cistifellea  piena  di  bile  densa 
e  fortemente  colorata. 

L'esame  microscopico  rivelò  una  enorme  localizzazione  parassitaria 
nei  cootri  nervosi,  nella  milza  e  nel  midollo  osseo,  in  minor  quantità 
in  altri  organi  e  nel  sangue  delle  \ene  periferiche 

Nella  massima  parte  i  parassiti  sono  adulti  con  il  bilocchetto  di 
pigmento  nel  centro  e  prossimi  alla  scissione. 

I  capillari  del  cervello  sono  sovrempiti  e  distesi  da  globuli  rossi 
contenenti  parassiti  nel  detto  stadio  di  vita. 

Nelle  vene  periferiche  parassiti  scarsi  anche  senza  pigmento  e  alcuni 
con  blocchetto  nel  centro. 

V.  —  P.  A.  bracciante.  Fu  portato  all'ospedale  il  16  dicembre  1911 
da  un  compagno  di  lavoro,  il  quale  raccontò  che  l'infermo  era  stato 
sempre  bene  fino  al  giorno  12,  e  che  in  seguito  divenne  febbri- 
citante, e  aveva  sete  intensa.  L'infermo  era  in  istato  di  stupore 
con  lamenti,  ed  era  agitatissimo.  La  cute  terrea,  le  sclerotiche  su- 
bitteriche. 

Nel  sangue  numerosi  parassiti  estivo-autunnali  tutti  del  ciclo 
asessuale.  Iniezione  endovenosa  di  un  grammo  di  chinina;  iniezioni 
eccitanti;  ossigeno. 

Nel  giorno  17  si  fecero  due  iniezioni  ipodermiche  di  chinina  gr.  1.50. 
Nelle  ore  antimeridiane  vi  fu  un  accenno  di  miglioramento  perchè 
l'infermo  rispondeva  ed  era  meno  agitato. 
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Nel  giorno  18  si  fece  una  iniezione  ipodermica  di  chinina  di 
grammi  1 . 50. 

Nelle  ore  pomeridiane  peggioramento  progressivo  fino  al  coma,  nel 
quale  avviene  la  morte  nella  notte. 
Decorso  della  temperatura: 

Iniezione  endovenosa. 


Iniezione  ipodermica. 
Iniezione  ipodermica. 
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Iniezione  ipodermica. 


All'autopsia  si  trova  il  cervello  con  l'iperemia  ardesiaca  e  il  tumore 
della  milza.  Questa  era  poco  aumentata  di  volume  con  la  capsula 
liscia,  tesa  ;  la  polpa  fluente  e  di  color  cioccolatta.  Il  fegato  poco  in- 
grandito con  melanosi  diffusa.  La  cistifellea  turgida  di  bile  densa  di 
color  rosso-scuro. 

L'esame  microscopico  dimostra  i  vasellini  del  cervello  ripieni  di 
globuli  rossi  contenenti  parassiti  adulti  con  il  blocchetto  di  pigmento 
nel  centro  e  alcuni  nella  scissione. 

Nella  milza  molti  parassiti  senza  pigmento,  i  quali  si  trovarono 
ancora  nel  sangue  delle  vene  periferiche. 

Dal  riassunto  di  questi  casi  di  perniciosa  recentemente  osservati 

si  possono  fare  alcune  considerazioni  d'importanza  pratica. 


,* 

In  tutti  questi  casi  e  anche  negli  altri  casi  di  perniciosa  osservati 
dopo  la  pubblicazione  del  nostro  Marinale,  si  sono  trovati  i  parassiti 
estivo-autunnali. 

Questi  parassiti  furono  descritti  la  prima  volta  da  me  e  da  Celli 
nella  Riforma  Medica  nel  settembre  1889,  ove  ne  esponevamo  la  mor- 
fologia e  la  biologia  delimitando  il  gruppo  delle  febbri  estivo-autun- 
nali per  i  caratteri  endemiologici,  clinici  e  parassitari.  Come  è  noto, 
questi  parassiti  si  presentano  da  principio  come  piccole  amebe  endo- 
globulari  senza  pigmento,  spesso  dotati  di  vivace  movimento  ame  • 
boide,  di  forma  anulare  nel  riposo  e  formanti  spesso  il  solo  reperto 
parassitario  nel  sangue  periferico  (1);  con  l'avanzarsi  dell'accesso  feb 


(1)  .V  dimostrare  che  al  reperto  parassitario  del  sangue  periferico  delle 
sole  forme  ameboidi  endoglobulari  da  noi  descritte  fin  dal  1885  non  era 
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brile,  le  stesse  amebe  presentano  granuli  finissimi  di  pigmento  e  il 
loro  movimento  si  fa  meno  vivace.  Sulla  fine  dell'accesso  si  vedono 
i  parassiti  prendere  forme  rotonde  con  il  pigmento  raccolto  nel  centro, 
più  piccoli  di  quelli  della  quartana  e  della  terzana  comune,  ed  ugual- 
mente sulla  fine  dell'accesso,  si  vedono  parassiti  ancora  giovani  entro 
globuli  rossi,  retratti,  deformati,  i  così  detti  globuli  rossi  ottonati  (1). 
Queste  forme  scompaiono  presto  dal  sangue  periferico  e  al  nuovo 
accesso  si  vedono  amebe  senza  pigmento.  Sopra  un  fatto  proprio  a 
questa  specie  parassitaria  noi  richiamammo  l'attenzione  :  cioè,  ohe  la 
moltiplicazione  dei  parassiti  non  si  vede  facilmente  e  frequentemente 
nel  sangue  periferico  come  nei  parassiti  della  quartana  e  della  ter- 
zana descritti  da  Golgi  :  la  loro  moltiplicazione  è  spesso  occulta  a  chi 
si  limita  all'esame  del  sangue  periferico,  perchè  le  forme  adulte  dei 
parassiti  estivo-  autunnali  tendono  ad  accumularsi  nei  vasellini  san- 
guigni di  alcun  visceri  interni  (cervello,  milza,  midollo  delle  ossa,  ecc.) 
e  quivi  avviene  prevalentemente  la  loro  moltiplicazione  (Schizogonia). 
Ciò  noi  potemmo  riconoscere  paragonando  nelle  autopsie  di  perniciosn 
il  contenuto  parassitario  del  sangue  della  periferia  con  il  contenuto  pa- 
rassitario dei  vasellini  p.  e,  del  cervello,  nei  quali  in  alcuni  casi  i 
parassiti  numerosi  sono  nella  massima  parte  nella  fase  di  sporula- 
zione. Aggiungevamo  inoltre  che  persistendo  la  infezione,  dopo  un 
vario  tempo  si  vedono  nel  sangue  della  periferia  le  forme  semilunari 
delle  quali  potemmo  seguire  lo  sviluppo  endoglobulare  e  le  quali  ora 
sappiamo  essere  destinate  a  compiere  il  loro  ciclo  di  vita  in  una 
specie  di  zanzara,  che  diviene  così  inoculatrice  all'uomo  della  infe- 
zione presa  dall'uomo. 

La  descrizione  da  noi  data  del  parassita  delle  febbri  estivo-autun- 
nali  fu  confermata  nei  fatti  fondamentali  da  tutti  gli  autori  che  ci 
hanno  seguito  (2).  R.  Koch,  che  ha  fatto  nel  1897  ricerche  di  spe- 


stata data  molta  importanza  diagnostica  basti  i-icordare  che  l'illustre  sco- 
pritore dei  parassiti  malarici  nel  1890  (Archives  de  Médecine  exp.  et  d'ana- 
tomie path.)  consigliava,  per  orientarsi  rapidamente  nella  diagnosi  dì  ma- 
laria, di  aggiungere  al  preparato  di  sangue  una  goccia  di  acqua,  affinchè, 
distrutti  i  globuli  rossi,  si  rendessero  più  evidenti  i  parassiti  pigmentati. 
che  erano  secondo  VA.  tra  i  globuli  rossi. 

(1)  In  una  pubblicazione  dei  1885  noi  parae;onavamo  il  colore  dei  globuli 
rossi  parassitiferi  necrosati  al  colore  dell'ottone  vecchio,  onde  la  denomina- 
zione di  globuli  rossi  ottonati.  È  con  sorpresa  quindi  che  abbiamo  letto  nel 
Trattato  di  Ematologia  di  ]SrABGELi(  Lipsia,  1912)  che  la  descrizione  di  questa 
alterazione  regressiva  dei  globuli  rossi  nella  malaria  e  la  denominazione 
sono  attribuite  a  Mannaberg. 

(2)  A  questo  proposito  si  può  consultare  il  capitolo  «  Malaria  »,  scritto 
imparzialmente  dal  dott.  Ziemann  i\o\V  Handbnch  der  Tropen-krankheiten, 
B.  Ili,  Lipsia. 
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ciale  interesse  intorno  la  malaria  tropicale  nell'Africa  orientale  te- 
desca, chiamò  il  parassita  delle  febbri  estivo -autunnali  da  noi  descritto 
nel  1889  il  parassita  della  febbre  tropicale,  che  è  la  terzana  maligna, 
già  descritta  da  Bignami  e  da  me  nel  1891,  e  nella  quale  avevamo 
già  notato  il  rapporto  per  le  varie  fasi  del  ciclo  parassitario  con  i 
vari  stadi  dell'accesso  febbrile. 

Sulla  base  delle  nostre  osservazioni  sopra  gl'infermi  e  dei  risultati 
delle  autopsie  noi  affermavamo  che  nella  malaria  la  perniciosità  vera 
si  manifesta  soltanto  nelle  infezioni  da  questo  parassita  come  pos- 
siamo confermare  oggi  (1). 

Sembrerebbe  superfluo  di  ritornare  su  questo  fatto,  almeno  per  i 
nostri  colleghi  italiani,  se  non  vi  fosse  qualche  autore  recente,  per 
esempio  Deaderick  (2),  il  quale  ritiene  che  la  quartana  e  la  terzana 
semplice  possono  divenire  perniciose. 

Ora  io  ripeto  ciò  che  con  Bignami  dicevamo  nel  1893,  cioè  che  in 
tutti  i  casi  di  vera  perniciosa  si  sono  trovati  i  parassiti  estivo-au- 
tunnali  e  che  in  tutti  i  casi  di  perniciose  terminati  letalmente  e  da 
noi  osservati  dal  1885  ad  oggi  non  un  solo  caso  è  occorso  con  i  pa- 
rassiti della  quartana  e  delia  terzana  comune. 

Durante  gli  attacchi  della  febbre  quartana  e  specialmente  della 
terzana,  quando  la  temperatura  è  molto  elevata,  si  possono  osservare 
sintomi  gravi  come  lo  stupore,  la  grave  ambascia,  l'affanno,  la  pro- 
strazione, ecc.,  da  destare  inquietudini  nelle  famiglie,  e  che  dileguano 
rapidamente  nella  fine  dell'accesso.  Nei  bambini  e  nei  vecchi  quei 
sintomi  possono  raggiungere  una  maggiore  gravità,  e  nei  primi  non 
sono  rare  le  convulsioni.  Ma  tutto  ciò  non  autorizza  a  designare 
quelle  sindromi  come  perniciose  perchè  non  hanno  esito  letale  anche 
non  curate  prontamente. 

Anche  recentemente  ho  veduto  due  casi  di  terzana  semplice  ac- 
compagnati da  sintomi  inquietanti.  In  un  caso  si  trattava  di  un  ricco 
proprietario  di  terre  nella  campagna  romana,  il  quale  al  terzo  ac- 
cesso di  terzana,  nel  quale  la  temperatura  raggiunse  41,  presentò 
sintomi  nervosi,  che  fecero  considerare  le  febbre  come  perniciosa. 
L'esame  del  sangue  dimostrò  i  parassiti  della  terzana  comune,  e  la 
chinina  non  fu  data  subito  ma-  terminato  l'accesso  nel  giorno  seguente. 
La  somministrazione  della  chinina,  secondo  le  regole  note,  non  fece 

(1)  Ricordiamo  che  prima  di  noi  gli  autori  recenti  più  competenti  della 
malaria  erano  di  opinione  differente.  Così  un  illustre  autore  sosteneva  che 
le  febbri  perniciose  erano  accidenti  gravi  e  complicazioni  delle  febbri  pa- 
lustri ordinarie  provocate  dalla  temperatura  esterna,  dalla  insolazione  e 
dalle  condizioni  individuali. 

(2)  A  praticai  study  of  Malaria.  Philadelphia  and  London,  1909. 
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rinnovare  più  gli  accessi  della  terzana.  Questo  caso  fu  utile  perchè 
il  proprietario,  persona  intelligente,  dio  ordine  che  la  profilassi  mecca- 
nica e  chininica  fosse  rigorosamente  praticata  nei  suoi  estesi  poderi. 
Nell'altro  caso  veduto  in  questi  giorni  si  trattava  di  una  portiera 
ohe  abita  in  Roma  presso  l'antica  Piazza  d'Armi,  la  quale  nel  de- 
corso di  una  terzana  comune  doppia  mostrò  sintomi  nervosi,  grave 
prostrazione  e  una  itteri^.ia  la  quale  perdurò  parecchi  giorni,  dopo 
la  cessazione  della  febbre. 

Di  autopsie  con  il  reperto  parassitario  della  terzana  semplice  ho 
veduto  un  solo  caso  con  emoglobinuria  da  chinina  e  con  una  delle 
più  gravi  nefriti  da  emoglobinuria  rhe  io  abbia  osservato. 

Concludendo,  il  parassita  che  per  sè  può  provocare  la  perniciosità 
vera  con  esito  letale,  è  il  parassita  delle  febbri  estivo-autunnali.  Questa 
conclusione  è  basata  sopra  la  osservazione  delle  autopsie  di  perni- 
ciosa eseguite  in  Roma  nel  decorso  di  circa  27  anni. 

*  « 

Un'altra  osservazione  è  che  i  casi  di  perniciosa  ora  accennati  si 
sono  verificati  in  soggetti  che  da  pochi  giorni  e  in  alcuni  solo  da 
tre  o  quattro  giorni  avevano  l' infezione  malarica  manifesta.  Ciò 
risulta  meno  dall'anamnesi  e  dalla  storia  della  malattia,  spesso  non 
esatta,  che  da  un  dato  anatomo-patologico  di  un  grande  valore  che 
è  il  tumore  della  milza.  Ora  in  tutti  i  casi  narrati  il  tumore  della 
milza  si  dimostrava  recente,  anzi  recentissimo:  infatti  il  volume  non 
era  molto  aumentato,  la  capsula  era  liscia,  sottile,  trasparente  e  non 
lasciava  vedere  traccie  di  pregressi  aumenti  dello  spessore,  la  polpa 
era  moUissima,  talora  fluente  quando  se  ne  tagliava  la  capsula.  Nes- 
suna alterazione  si  osservava  adunque  da  far  giudicare  che  quelle 
milze  fossero  state  già  alterate  da  pregressa  infezione  malarica.  In 
altre  parole  non  si  trattava  di  un  tumore  cronico  della  milza,  con 
rammollimento  acuto  per  la  nuova  infezione. 

La  milza  in  questi  casi  e  in  tanti  altri  precedentemente  veduti, 
rassomiglia  alla  milza  nella  infezione  tifosa,  ma  se  ne  differenzia  però 
nettamente  per  !a  melanosi  e  per  la  maggiore  mollezza  della  polpa. 

Di  questa  particolarità  ci  eravamo  già  occupati  nel  Manuale  sulla 
Malaria  quando  dicevamo  che  le  infezioni  perniciose  sono  quasi 
sempre  infezioni  primitive  recenti  e  al  massimo  si  vedono  nelle  prime 
recidive;  è  ovvio  quindi  trovare  nelle  autopsie  di  perniciosi  un  tumore 
di  milza  non  grande  e  mollissimo.  Io  non  ricordo  di  aver  veduto  casi 
di  perniciosa  in  soggetti  malarici  con  grandi  tumori  cronici  della  milza. 
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Da  queste  osservazioni  noi  concludevamo  che,  con  la  durata  della 
infezione  malarica,  si  acquista  una  relativa  immunità  contro  la  ma- 
laria grave  di  fronte  a  quelli  che  cominciano  a  soffrirne  senza  averla 
avuta  innanzi.  È  negli  organismi  non  infetti  precedentemente  dalla 
malaria  nei  quali  i  parassiti  estivo-autunnali  si  moltiplicano  con  mag- 
gióre attività  raggiungendo  talora  quantità  enormi,  come  si  riconosce 
dall'esame  del  sangue  periferico,  ove  si  trovano  numerose  amebe  endo- 
globulari  e  spesso  più  di  una  entro  lo  stesso  globulo  rosso,  e  molto 
più  dall'esame  del  contenuto  parassitario  negli  organi  interni  come  i 
centri  nervosi,  la  milza,  l'intestino,  il  midollo  delle  ossa,  ecc.  In  questi 
giorni  ho  esaminato  il  cervello  di  un  uomo  morto  l'anno  scorso  al- 
l'ospedale di  Santo  Spirito  di  perniciosa  comatosa,  e  ho  veduto  che 
i  vasellini  sanguigni  delle  meningi  e  della  sostanza  cerebrale  sono 
tutti  sovrempiti  e  distesi  dai  globuli  rossi  contenenti  parassiti  estivo- 
autunnali  tutti  o  quasi  tutti  nella  sporulazione.  Si  vedono  capillari 
con  dilatazioni  varicose  nelle  quali  i  globuli  parassitiferi  sono  così 
ammassati  da  dover  giudicare  trattarsi  di  una  vera  stasi  globulare. 
È  uno  dei  casi  più  impressionanti  che  io  abbia  veduto. 

Sopra  il  pericolo  della  manifestazione  rapida  e  inopinata  dalle 
perniciosità  nei  primi  giorni  di  una  infezione  estivo-autunnale  ha 
molto  insistito  anche  Dionisi  (1)  ed  egli  stesso  soffrì  nella  stagione 
autunnale  avanzata  di  una  subcontinua  perniciosa  itterica  per  la 
puntura  di  una  delle  zanzare  infette  che  egli  conservava  per  i  suoi 
studi  nel  laboratorio. 

Il  lavoro  del  Dionisi  (1),  che  è  un  uomo  di  scienza  e  di  cuore,  do- 
vrebbe essere  letto  non  soltanto  dai  medici  e  dagli  igienisti,  ma  anche 
dai  grandi  proprietari  dell'Agro  romano  e  delle  Paludi  pontine  per 
conoscere  a  quale  grado  giungesse  la  incuria  per  la  salute  e  per  la 
vita  dei  poveri  agricoltori. 

» 
*  * 

In  alcune  delle  perniciose  accennate  la  cura  con  la  chinina  in 
dosi  generose,  anche  per  via  ipodermica  ed  endovenosa,  non  valse  ad 
impedire  l'esito  letale.  Bisogna  pensare  che  in  questi  casi  si  sia  trat- 
tato di  generazioni  parassitarie  dotate  di  grande  malignità  e  dì  una 
relativa  resistenza  alla  chinina.  Sopra  questa  resistenza  alla  chinina 
di  alcune  generazioni  di  parassiti  malarici  Bignami  (2)  ha  richiamato 

(1)  Sulla  patogenesi  delle  recidive  nelle  febbri  malariche .  Atti  della  Società 
per  gii  studi  della  malaria,  voi.  XI. 

(2)  La  Malaria  di  Maccarese  dal  inarso  1899  al  febbraio  1900.  Atti  della 
Società  per  gli  Studi  della  Malaria,  voi.  ITI,  1902. 
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recentemente  l'attenzione  per  la  interpretazione  della  genesi  delle 
recidive  nelle  varie  specie  di  malaria  e  per  la  spiegazione  degli  esiti 
letali  in  alcune  perniciose,  nonostante  la  cura  energica  e  prolungata 
della  chinina. 

Recentemente  James  (1)  ricorda  casi  d'infezione  malarica  dei  quali 
anche  dopo  le  iniezioni  endovenose  di  chinina  i  parassiti  hanno  resi- 
sitito  per  parecchi  cicli,  mostrando  così  una  notevole  resistenza  alla 
chinina. 

La  inefficacia  per  altro  della  cura  specifica  può  essere  la  conse- 
guenza anche  del  tempo  nel  quale  sia  dato  il  rimedio  :  se  infatti  in 
un  caso  grave  d'infezione  malarica,  con  quantità  grande  di  parassiti, 
si  dà  la  chinina  quando  questi  sono  già  prossimi  alla  sporulazione 
e  ammassati  nei  capillari  dei  centri  nervosi,  la  sporulazione,  come  è 
noto,  avverrà  egualmente  e,  se  la  localizzazione  nei  centri  nervosi  è 
intensa,  potrà  avvenire  l'esito  letale  per  i  danni  irreparabili  provo- 
cati nei  centri  nervosi,  e  per  la  intossicazione  che  procede  dalla  spo- 
rulazione di  enormi  quantità  di  parassiti. 

T)i  fronte  ai  numerosi  casi  di  perniciosa,  nei  quali  la  quantità  e 
le  localizzazioni  dei  parassiti  danno  la  spiegazione  della  perniciosità, 
occorrono  casi,  nei  quali  la  morte  avviene  quando  o  non  si  trovano 
parassiti  o  se  ne  trovano  scarsissimi. 

Fin  dal  1886,  io  e  Celli  richiamavamo  l'attenzione  sopra  questi 
casi,  a  aggiungevamo  che  soltanto  la  intossicazione  e  i  danni  appor- 
tati all'organismo,  specialmente  nei  centri  nervosi,  dalle  invasioni 
parassitarie  potevano  spiegare  l'esito  letale.  La  cura  energica  con  la 
chinina  fa  scomparire  i  parassiti,  ma  l'infermo  continua  a  peggiorare, 
e  anche  dopo  due  o  tre  giorni  di  stato  comatoso  avviene  la  morte, 
sebbene,  come  dicevamo,  la  efficacia  del  rimedio  si  dimostri  per  la 
diminuzione  graduale  dei  parassiti  fino  alla  scomparsa.  All'autopsia 
di  questi  casi  si  ritrovano  scarsissimi  parassiti,  e  talora  non  si  riesce 
a  trovarne,  almeno  del  ciclo  febbrigeno  o  asessuale,  potendosi  riscon- 
trare le  forme  sessuali,  i  gameti  semilunari,  specialmente  nel  midollo 
delle  ossa.  In  questi  casi  non  è  raro  di  trovare  la  sostanza  cerebrale 
gremita  di  emorragie  puntiformi. 

Nei  nostri  lavori  precedenti  abbiamo  ricordato  parecchi  di  questi 
casi.  Ora  ne  ricordo  uno  verificatosi  in  un  giovane  pastore  di  anni  20 
morto  il  26  novembre  1906,  nell'ospedale  di  S.  Spirito.  Questo  gio- 
vine era  venuto  nella  campagna  romana  in  buona  salute,  nei  primi 
giorni  del  novembre  1906.  Dopo  la  metà  del  mese  si  lagnò  di  ma- 


(1)  Journal  od  Tropical  medecine  aud  Hygiene,  novembre  1911. 
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lessere,  di  debolezza,  di  cefalea,  di  diarrea  ed  era  febbricitante.  Por- 
tato all'ospedale  in  istato  grave,  aveva  nel  sangue  numerosi  parassiti 
estivo-autunnali.  La  cura  con  la  chinina  fece  scomparire  in  due  giorni 
i  parassiti  del  sangue  periferico.  L'infermo  tuttavia  non  migliorò,  e 
divenuto  molto  anemico,  con  un'adinamia  progressiva  morì.  All'auto- 
psia :  melanosi  intensa  del  fegato,  della  milza,  del  midollo  delle  ossa; 
melanosi  degli  endoteli  dei  vasellini  celebrali,  senza  parassiti  nè  nel 
cervello,  nè  negli  altri  organi.  La  milza  poco  ingrandita  (13:8)  aveva  la 
capsula  tesa,  liscia,  la  polpa  mollissima  nera.  La  cistifellea  piena  di  bile 
densa  picea.  Nel  midollo  delle  ossa  non  si  trovarono  gameti  semilunari. 

* 

*  * 

Un  insegnamento  pratico  di  somma  importanza,  che  procede  dai 
fatti  esposti,  riguarda  la  speciale  vigilanza  che  deve  esercitarsi  nei 
lavoratori  che  giungono  in  buona  salute,  nelle  contrade  malariche, 
affinchè  adempiano  al  dovere  della  profilassi  antimalarica,  vigilanza, 
che  si  deve  proseguire  nella  stagione  autunnale  inoltrata  e  anche 
nel  principio  dell'inverno. 

Bisogna  sapere  che  il  lavoratore  ignaro  e  sprezzante  del  pericolo 
della  malaria  continua  a  lavorare,  pure  non  sentendosi  bene,  finché 
le  forze  lo  sorreggono.  Così  si  spiegano  le  perniciose,  che  colpiscono 
i  lavoratori  o  nell'avviarsi  al  luogo  del  lavoro  o  nel  ritorno  o  durante 
il  lavoro.  Io  ricordo,  in  tempi  ormai  passati,  il  numero  grande  dei 
perniciosi  che  venivano  trasportati  sopra  carri  negli  ospedali  spesso 
moribondi.  Molto  si  è  fatto  per  la  lotta  contro  la  malaria,  molto 
però  rimane  ancora  a  fare  perchè  di  q  uesto  flagello,  che  desola  tante 
contrade  fertili  del  nostro  paese,  rimanga  soltanto  il  ricordo,  come  è 
avvenuto  in  altri  paesi  civili.  Si  dovrebbero  moltiplicare  le  stazioni 
sanitarie  rurali  e  i  dispensari  antimalarici,  rendere  più  efficace  la 
educazione  antimalarica  dei  lavoratori  da  parte  dei  medici  e  degli 
infermieri  animati  da  un  sentimento  elevato  del  dovere  e  dall'amore 
di  raggiungere  il  nobilissimo  fine  di  preservare  l'uomo  da  una  infezione, 
che  lo  rende  inabile  al  lavoro,  e  ne  mette  in  pericolo  la  vita  (1). 

Un  mezzo  adatto  a  raggiungere  il  fine  della  preservazione  dalla 
malaria  dei  lavoratori  sarebbe  quello  d'istituire  nei  singoli  distretti 
delle  contrade  malariche  uffici  igienici  ai  quali  dovessero  presentarsi 
i  lavoratori  nello  stesso  giorno  del  loro  arrivo,  rendendone  respon- 


(1)  L'aumento  delle  Stazioni  Sanitarie  nell'Agro  romano  è  ormai  deciso 
e  presto  sarà  attuato.  L'assessore  prof.  Ballori  e  il  direttore  dell'ufficio 
d'Igiene  del  Comune  prof.  Gualdi  si  occupano  alacremente  di  rendere  più 
efficace  la  lotta  antimalarica  nell'Agro  romano. 
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sabili  i  proprietari  dei  latifondi.  Così  si  comincerebbe  subito  la  pro- 
filassi con  la  chinina,  e  in  poche  parole  si  direbbero  ai  singoli  lavo- 
ratori le  norme  alle  quali  debbono  attenersi  per  preservarsi  dalla 
malaria.  Si  pensi  al  caso  di  quel  povero  lavoratore,  che  venuto  a 
Roma  per  essere  ricoverato  in  un  ospedale,  scese  dal  treno  e  appena 
uscito  dalla  stazione  cadde  come  un  apoplettico,  perchè  il  suo  cervello 
fu  bloccato  da  una  colossale  invasione  di  parassiti  adulti.  Se  egli  fosse 
stato  curato  a  tempo  e  bene  sarebbe  egli  morto  così  miseramente  ? 

Altrettanto  si  potrebbe  domandare  per  gli  altri  disgraziati  lavora- 
tori morti  di  perniciosa  pochi  giorni  dopo  essere  entrati  nella  cam- 
pagna romana.  I  parassiti  delle  febbri  estivo-autunnali,  anche  molto 
virulenti,  cioè  capaci,  di  provocare  in  breve  tempo  le  sindromi  per- 
niciose, lo  saranno  meno  nei  primissimi  accessi,  e  quindi  men  difficil 
mente  soccomberanno  all'azione  parassiticida  della  chinina.  La  quale, 
se  venga  data  prontamente  e  bene,  cioè  nelle  dosi  e  nei  momenti  più 
opportuni  della  successione  degli  accessi  febbrili,  guarirà  prontamente, 
e  impedirà  le  recidive  e  la  formazione  dei  gameti  propagatori  della 
infezione  per  mezzo  degli  anofeli. 

Sapendosi  adunque  che  le  perniciose  si  sviluppano  nelle  febbri  di 
prima  invasione,  e  anche  dopo  due  o  tre  giorni,  è  necessario  e  alta- 
mente doveroso  che  la  vigilanza  sia  rivolta  in  modo  particolare  ai 
lavoratori  arrivati  di  recente  nelle  campagne  malariche  perchè  il  giorno 
stesso  dell'arrivo  (meglio  sarebbe  se  qualche  giorno  prima)  si  comin- 
ciasse la  cura  profilattica. 

Al  primo  apparire  di  disturbi  si  dovrebbe  fare  l'esame  del  sangue. 
A  proposito  del  quale  esame  ricordo  che  il  rinvenimento  dei  paras- 
siti malarici  nel  sangue  sarà  reso  più  facile  adottando  il  metodo  del 
Thick-Film  di  Ross,  il  cui  valore  è  stato  messo  in  evidenza  da  V.  M. 
James  (1),  il  quale  da  parecchi  anni  si  è  dedicato  con  grande  amore 
allo  studio  della  malaria,  nell'ospedale  di  Ancon  in  Colombia,  ove 
sono  ricoverati  gli  operai  infermi  addetti  ai  lavori  per  la  costruzione 
del  canale  di  Panama. 

Il  metodo  consiste  nel  fare  preparati  di  strati  spessi  di  sangue  su 
vetrini  portaoggetti,  i  quali  si  fanno  disseccare  all'aria,  e  si  pongono 
in  una  soluzione  di  alcool  etilico  acidificato  con  acido  idroclorico 
(50  cm^  di  alcool  con  10  gocce  di  acido  idroclorico),  finché  tutta 
l'emoglobina  è  allontanata;  quindi  si  lavano  all'acqua  corrente  per 
togliere  ogni  traccia  di  acido,  che  impedirebbe  la  colorazione.  Ben 


(1)  The  practical  value  of  the  Ross  «  Thick  Film  »  Method  in  the  . 
gnosis  of  Malaria;  The  Southern  medicai  Journal,  1911. 
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lavati  i  preparati,  si  disseccano  all'aria,  e  poi  si  colorano  con  una 
delle  buone  modificazioni  del  metodo  di  Romanowski,  come  quello 
di  Hasting,  di  Wright  e  di  Leishmann.  Il  liquido  colorante  deve 
essere  tenuto  sulla  preparazione  per  2-3  minuti  ed  è  bene  di  diluirlo 
due  o  tre  volte  con  l'acqua  distillata.  Quando  la  colorazione  è  com- 
pleta il  preparato  deve  essere  lavato  con  molta  cautela  finché  non 
esce  più  colore  bleu. 

Nei  preparati  ben  riusciti,  nei  campi  rosei  del  preparato,  si  vedono 
risaltare  i  parassiti  con  il  citoplasma  colorato  in  bleu  e  con  la  croma- 
tma  colorata  in  rosso.  Le  forme  anulari  dei  parassiti  estivo-autun- 
nali  si  vedono  nettamente  sotto  angoli  differenti,  e  talora  è  visibile 
il  punto  rosso  della  cromatina  e  una  piccola  parte  del  citoplasma.  I 
parassiti  della  terzana  semplice  sono  in  genere  molto  deformati  e  i 
meno  facili  a  riconoscersi.  Le  semilune  si  riconoscono  facilmente.  I 
gameti  della  terzana  sono  ben  distinti.  Nei  parassiti  della  quartana 
il  citoplasma  prende  un  colore  bleu  scuro,  e  le  formf>  adulte,  una 
volta  vedute,  si  riconoscono  presto.  Le  forme  delle  sporulazioni  non 
offrono  alcuna  difficoltà  nella  determinazione. 

Dalle  osservazioni  da  me  fatte  sopra  questo  metodo  del  Thick-Film 
io  posso  confermare  i  risultati  di  James. 

L'utilità  pratica  maggiore  di  questo  metodo  è  la  rapidità  nella 
diagnosi  della  malaria  dall'esame  del  sangue  :  facendo  negli  stessi 
casi  preparati  con  il  metodo  solito  e  con  quello  di  Ross  James  si 
rileva  subito  il  minor  tempo  che  s' impiega  con  il  secondo.  Ciò  è 
riuscito  evidente  a  me  e  a  parecchi  colleghi  che  in  questi  giorni  ci 
siamo  occupati  a  fare  l'esame  comparativo  dei  preparati  a  strato 
sottile  e  di  quelli  a  strato  spesso.  Nelle  febbri  estivo-autunnali  quando 
nel  sangue  periferico  prevalgono  o  sono  soltanto  le  forme  ameboidi 
senza  pigmento,  al  primo  campo  microscopico,  che  si  esamina,  si 
vedono  i  piccoli  anelli  turchini  con  il  punto  rosso  di  cromatina. 
Adunque  il  metodo  è  di  utilità  pratica  specialmente  nei  casi,  nei 
quali  sono  pochi  i  parassiti,  perchè,  quando  ve  ne  sono  molti,  basta 
un  esame  de!  sangue,  anche  senza  alcuna  colorazione,  fatto  da  per- 
sona pratica  per  vedere  i  parassiti. 

Si  badi  per  altro  che  non  si  deve  cominciare  con  questo  metodo 
di  Ross-James  nello  studio  dei  parassiti  malarici  :  bisogna  farne  lo 
studio  prima  nel  sangue  a  fresco,  come  da  Laveran,  da  noi  e  da 
Qolgi  si  è  fatto  da  principio  per  parecchi  anni  e  poi  nei  preparati  a 
r.-'ato  sottilissimo  colorati  con  i  vari  metodi.  Quando  si  è  acquistata 
oratica  sufficiente  si  può  passare   al  metodo  dei  preparati  con 
i  o  spesso.  E  poiché  questi  parassiti  sono  spesso  deformati  e  non 
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sono  incorniciati  dal  contorno  dei  globuli  rossi,  ò  chiaro  che  saranno 
riconosciuti  più  facilmente  e  più  rapidamente  da  coloro  che  li  cono- 
scono bene  nel  loro  aspetto  e  nella  loro  sede  normali. 

Nelle  stazioni  sanitarie  d-ille  regioni  malariche  il  medico  dovrebbe 
avere  presso  di  sè  un  preparatore  abile  il  quale  allestisse  i  preparati 
di  sangue  per  l'esame  microscopico. 

L'esame  del  sangue  nelle  regioni  malariche,  mentre  si  può  trala- 
sciarlo nei  casi  clinicamente  evidenti  di  malaria,  non  dovrebbe  mai 
essere  trascurato  nei  casi  di  febbri  continue,  che  rapidamente  pren- 
dono aspetto  tifoso,  negli  itteri  febbrili  nei  bambini  che  presentano 
in  breve  tempo  sintomi  meningitici  ed  in  casi  di  diarree  coleriformi 
febbrili.  Così  si  eviteranno  spiacevoli  sorprese  e  si  procederà  piiì  spe- 
diti e  più  tranquilli  nella  cura. 
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Stazione  Educativo- ANTiinALàRio a  di  Napoli  e  Capua 


l'i'ofilasjssi   antimalarica  scolastioa 

per  il  prof.  ERNESTO  CACACE. 

Le  mie  modeste  energie  e  le  mie  estenuanti  occupazioni  non  mi 
permettono  di  concorrere  con  una  memoria  originale,  degna  del  vo- 
lume augurale,  al  tributo  di  omaggio,  che  ammiratori  e  discepoli 
rendono  all'illustre  Maestro. 

-  Il  mio  scritto  ha,  semplicemente,  un  duplice  significato. 

Intendo  esprimere  dal  più  intimo  dell'anima  —  di  quell'anima 
che  seppe  soltanto  il  fremito  dell'ideale  e  lo  strazio  del  dolore  —  la 
più  grande  venerazione,  disposata  alla  più  forte  ammirazione  ed  alla 
più  sincera  gratitudine,  all'Uomo,  che  mi  fu  Maestro  non  nei  banchi 
della  scuola,  ma  con  i  suoi  scritti  austeri  e  con  la  sua  azione  ge- 
niale, e  sopra  tutto  con  la  sua  parola  d'incitamento  nell'ora,  in  cui 
la  mia  anima,  priva  di  ausilio,  si  struggeva  nella  visione  di  nuovi 
orizzonti  e  nella  brama  di  feconda  ed  utile  attività. 

Intendo  pure  offrire  un  modesto  contributo  di  discepolo  al  trionfo 
di  quella  profilassi  chininica,  di  cui  fu  Egli  titanico  propugnatore  con 
una  forza  adamantina  di  apostolato,  che  scintillò  nelle  lotte  aspre, 
in  cui  la  purezza  delle  sue  idealità  urtò  contro  interessi  non  sempre 
ideali. 

È  debito  di  gratitudine,  è  dovere  di  discepolo,  che  mi  ispirano 
l'ardimento  di  permettere  l'inserzione  di  queste  pagine  in  un  volume, 
che  è  nobile  documento  dell'attività  di  una  Scuola  ed  alto  omaggio 
alla  genialità  ed  all'azione  di  un  Uomo,  che  eminenti  scienziati,  anche 
di  oltre  Alpi,  ammirano  ed  imitano,  decretandogli  gloria. 

* 

*  * 

Sotto  l'impulso  dell»  Sua  fede  nell'utilità  della  profilassi  chininica, 
io  pensai  attuarla  largamente  nell'ambito  della  Scuola,  la  quale  non 
solo  si  sarebbe  trasformata  in  un  campo  dimostrativo,  ma  sarebbe 
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assurta,  nell'ora  feconda  di  sana  democrazia,  al  centro  più  radiante 
della  Sua  fede  di  Maestro  e  di  una  luce  vivida  di  bene  e  di  vero  in 
un  trionfo  di  educazione  e  di  umanità. 

10  pensai  che  nella  Scuola  si  sarebbe  ancor  più  rivelata  con 
nuove  osservazioni  l'efficacia  del  metodo  profilattico,  e,  sopra  tutto, 
si  sarebbe  combattuta  la  malaria  infantile,  che  più  preoccupa  per 
frequenza  e  per  danni,  si  sarebbero  vieppiù  diffusi  i  benefìci  effetti 
della  lotta  per  l'opera  divulgatrice  scolastica,  si  sarebbe  formata  la 
coscienza  igienico-antimalarica  delle  nuove  generazioni,  destinate  così 
all'emancipazione  da  una  schiavitù  d'ignoranza  e  di  dolore. 

Con  quest'intendimenti  la  profilassi  antimalarica  scolastica  di- 
venne parte  del  programma  della  Stazione  educativo-antimalarica,  da 
me  creata  col  plauso  e  coll'incoraggiamento  di  Angelo  Celli  sotto 
gli  auspici  suoi. 

La  piccola  iniziativa,  coltivata  con  la  grande  veemenza  della 
mia  passione,  in  un  tormento  di  fede  e  di  attività  divenne  in  breve 
programma  di  azione  di  collaboratori  valorosi,  in  gran  parte  militi 
di  quella  gloriosa  Società  per  gli  studi  della  malaria,  cui  sono  peren- 
nemente legati  i  nomi  di  Angelo  Celli,  di  Giustino  Fortunato,  di 
Leopoldo  Franchetti;  fu  seguita  da  altri  uomini  e  da  altre  istituzioni; 
assurse  a  tema  di  relazione  ufficiale  nell'ultimo  Congresso  Interna- 
zionale d'Igiene  scolastica,  che  ne  sancì  solennemente  l'utilità;  e  s'im- 
pose così  a  maggior  gloria  del  Maestro. 

11  rapido  ricordo  dei  risultati  di  questa  profilassi  scolastica  è, 
come  credo,  il  miglior  tributo  della  mia  devo2Ìone,  perchè  fonde  le 
aspirazioni  e  le  idee  del  maestro  e  del  discepolo  in  un'immedesima- 
zione spirituale,  che  è  alta  espressione  dell'ideale  della  scuola  ed  è 
fulgida  prova  della  genialità  vivificatrice  ed  incitatrice  delle  altrui  energie, 
la  quale  è  dote  eminente  di  Angelo  Celli  e  lo  consacra  Maestro. 

I  collaboratori  della  Stazione  educativo-antimalarica,  che,  con  la 
cooperazionp  degl'insegnanti,  eseguirono  la  profilassi  scolastica  in 
Italia,  rendendosi  veramente  benemeriti  furono  sinora;  il  dott.  Alzona 
di  VUlanova  Monferrato,  il  dott.  Brignone  di  Terranova  Monferrato, 
il  dott.  Della  Ratta  di  Senise,  il  dott.  Di  Giovine  di  Lucerà,  il 
dott.  Maltese  di  Salemi,  il  dott.  Mele  di  Benevento,  il  dott.  Polettini 
di  Vigasio,  il  dott.  Ricciardi  di  Ginosa,  il  dott.  Sacchi  di  Campagna- 
tico,  il  dott.  Sergi  di  Palizzi  Marina,  il  dott.  Tarasconi  di  Serramanna, 
il  dott.  Timpano  di  Bova  Marina,  il  dott.  Tramonti  di  Massafra,  il 
dott.  Zirino  di  Villanova  Monferrato. 

La  profilassi  fu  compiuta  o  col  metodo  quotidiano  o  a  giorni 
alterni  in  alunni,   immuni  e  già  malarici,  delle  scuole  elementari  e 
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e  degli  asili  infantili  coi  tabloidi  di  chinino  dello  Stato  e  talvolta 
coi  cioccolattini  di  tannato  di  chinino. 

Fu,  per  lo  più,  somministrato  un  sol  tabloide  al  giorno. 

La  profilassi,  d'ordinario,  fu  eseguita  durante  il  periodo  scolastico 
negli  ultimi  mesi  (dal  maggio  al  luglio  o  alla  prima  metà  dell'agosto) 
con  frequente  vigilanza  sugli  scolari  durante  le  vacanze  estive  per  la  sicu- 
rezza dei  risultati;  e  talvolta  fu  protratta  sino  al  novembre  o  al  dicembre. 

Il  tabloide  di  chinino  fa  quasi  sempre  ingoiato  con  facilità  e 
solo  pochissime  volte  non  fu  deglutito  dai  piccoli  scolari;  i  ciocco- 
lattini di  tannato  di  chinina,  quando  furono  adoperati,  furono  presi 
senza  difficoltà  e  spesso  con  piacere  dai  bimbi  delle  scuole. 

La  tolleranza  fu  sempre  ottima,  tranne  in  qualche  rarissimo  caso: 
non  si  deplorarono  mai,  quantunque  ripetutamente  e  diligentemente 
ricercati,  i  pretesi  inconvenienti  del  lungo  uso  del  chinino,  procla- 
mati dagli  avversarli  della  profilassi  chininica. 

I  risultati  furono  sempre  brillanti  :  i  dottori  Alzona,  Ricciardi, 
Sacchi,  Sergi,  Timpano,  Zirino  non  notarono  mai  alcun  caso  di  febbre 
negli  allievi  profilassati  delle  scuole  di  Villanova  Monferrato,  di  Gi- 
nosa,  dì  Campagnatico,  di  Palizzi  Marina,  di  Bova  Marina. 

Fu  coronata  da  successo  quasi  identico  la  profilassi  nelle  scuole 
di  Amorosi,  Lucerà,  Massafra,  Reino,  Senise,  S.  Leucio. 

II  dott.  Brignone  in  Terranova  Monferrato  nel  1909  su  54  sco- 
lari registrò  una  recidiva  leggerissima;  nel  1910  su  275  scolari,  dei 
quali  192  già  malarici,  notò  due  brevissime  recidive,  mentre  di  42 
scolari  non  chininizzati  tre  furono  colpiti  dalle  febbri;  nel  1911  in 
278  scolari  rilevò  tre  casi  di  recidive  pure  molto  lievi,  mentre  37  scolari, 
non  o  poco  chininizzati,  offrirono  all'osservazione  due  casi  di  terzana. 

Il  dott.  Maltese  nel  1908  su  200  scolari  malarici  o  presunti  ma- 
larici chininizzati  registrò  9  recidive  (4,50  %),  nel  1909  su  292  sco- 
lari pure  9  recidive  (3,10%),  nel  1910  su  276  scolari  7  recidive  (2,54  %), 
nel  1911  su  131  scolari  3  recidive  (1,3  %). 

Il  dott.  Polettini  nel  1910  notò  tre  casi  di  recidive  in  57  bam- 
bini profilassati  degli  asili  infantili  di  Pontepossero  e  Cortalta  ;  ed  in 
Vigasio  nel  1910  su  17  bimbi  malarici  dell'asilo  chininizzati  durante 
il  periodo  interepidemico  e  su  139  bambini  dello  stesso  asilo,  sani  e 
malarici,  sottoposti  alla  profilassi  nella  stagione  epidemica  rilevò  due 
recidive  ed  una  primitiva,  e  nel  1911  su  12  curati  nel  primo  periodo 
e  su  143  profilassati  nel  secondo  ottenne  gli  stessi  risultati,  cioè  una 
percentuale  di  morbilità  al  disotto  del  2  %  di  contro  a  quella 
complessiva  dei  bambini  di  età  inferiore  ai  5  anni,  che  nel  comune  si 
elevò  oltre  il  27  per  cento. 
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Il  dott.  Tarasooni  in  Serramanna  nel  1909  su  316  scolari,  dei 
quali  56  già  malarici  e  260  indenni,  osservò  il  2  %  di  colpiti  nei 
sani  ed  il  5  %  nei  già  malarici;  e  nel  1910  registrò  una  percentuale 
di  morbilità  di  1-5  %  su  316  scolari,  profilassati  dal  15  maggio  al 
6  luglio,  ed  una  percentuale  di  3.5  %  su  370  scolari,  chininizzati 
dall'I  1  settembre  al  dicembre,  mentre  in  316  scolari,  sottoposti  alla 
profilassi  durante  le  vacanze  in  casa  (231  regolarmente  e  85  irrego- 
larmente) la  percentuale  ascese  a  6.7%  e  fu  pure  inferiore  a  quella, 
che  si  sarebbe  raggiunta  senz'alcun  alcun  ausilio  profilattico. 

Ricordo  pure  che  in  Italia  con  risultati  degni  di  nota  per  ini- 
ziativa del  prof.  Bordoni-Uffreduzzi  furono  profilassati  molti  allievi 
delle  scuole  di  Milano  e  che  parimenti  il  dott.  Colucci  dell'Istituzione 
Visconti  di  Modrone  nelle  scuole  di  Solito  e  di  Metaponto  ebbe  ot- 
timi risultamenti  dalla  profilassi  scolastica. 

Questi  risultati,  che  sono  una  nuova  conferma  dell'efficacia  della 
profilassi  chininica,  acquistano  vieppiù  importanza,  quando  si  consi- 
deri che  la  profilassi  scolastica  destò  l'attenzione  delle  famiglie  dei 
piccoli  scolari  ed  accrebbe  così  la  fiducia  nell'utilità  della  profi- 
lassi chininica,  la  quale,  perciò,  ebbe  più  larga  diffusione  ed  appli- 
cazione . 

La  bontà  dei  risultati  e  l'entusiasmo  della  collaborazione  disin- 
teressata di  uomini  valorosi  e  benemeriti  mi  fanno  sperare  che,  in 
questo  periodo  luminoso  della  nostra  storia  nazionale,  in  cui  più  in- 
tensamente rivive  l'ideale  umano  nella  gloria  delle  virtù  di  nostra 
gente,  il  voto,  consacrato  nel  Congresso  Internazionale  d'Igiene  sco- 
lastica a  Parigi  per  la  diffusione  della  profilassi  antimalarica  scolastica 
in  tutti  i  paesi  malarici,  diventi  al  più  presto  una  fulgida  realtà 
per  il  bene  dell'Umanità  e  per  la  maggiore  gloria  del  mio  Paese  e 
di  Angelo  Celli  e  della  sua  scuola. 

Questo  voto,  fortemente  sentito  dalla  mia  anima,  mi  è  caro 
ripetere,  con  la  più  dolce  emozione,  nell'anno,  in  cui  si  celebra 
il  25°  anno  d'insegnamento  del  mio  Maestro,  Angelo  Celli,  simbolo 
delle  più  pure  idealità  di  pensiero  e  di  azione. 
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